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RECHERCHES SUR LA TENEUR DES VINS 
EN RUBIDIUM. (1) 


par Gasprig. BERTRAND et Dinter BERTRAND. 


Il est largement démontré aujourd’hui que le rubidium existe & 
coté du potassium et du sodium dans l’organisme des plantes et 
dans celui des animaux. II est donc logique“de penser que le vin, 
si abondamment consommé dans certains pays et en particulier 
dans le notre, doit étre une source importante d’introduction du 
rubidium dans le corps humain. C’est afin d’éclairer Vaspect 
quantitatif de cette question que nous avons entrepris les recherches 
exposées dans le présent mémoire. 

Avec le bienveillant concours de MM. Albert Demolon, Inspec- 
teur général de l’Agriculture ; Genevois, Professeur a |’ Université 
de Bordeaux ; Boischot, Directeur de la Station centrale d’ Agro- 
nomie de Versailles : Brémond, Professeur de 1’ Institut agricole 
d’Algérie-; Bordas, Directeur de la Station de Recherches agrono- 
miques d’Avignon ; Ferré, Directeur de la Station cenologique de 
Bone, Engel, chargé du cours d’cenologie a la Faculté des Sciences 
de Dijon, que nous sommes heureux de remercier ici, ainsi que les 
‘viticulteurs qui ont bien voulu s’intéresser 4 nos recherches en nous 
adressant des matériaux d’études nécessaires, nous avons réuni une 
série d’échantillons de vins purs et d’origines certaines, que nous 
avons analysés. Aprés quelques essais préliminaires, la technique 
suivante a été adoptée : 40 cm* de vin ont été évaporés a sec au 
bain-marie dans une capsule de platine, puis la capsule a été 


(1) Un extrait de ce travail a été publié dans les Comples rendus de 
l’Académie des Sciences, 1949, 228, 1461. 
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portée dans un four a moufle chauffé électriquement a une tem- 
7 pérature proche du rouge naissant. Les cendres ont été traitées 
ensuite, comme nous |’avons fait jusqu’ici lorsqu’il s’agissait de 
cendres végétales, de maniére a isoler l'ensemble des métaux 


ae 


. : alealins a l’état de chlorures et, finalement, nous avons passé — 
> 10 mg. de ce mélange desséché au spectrographe de Féry. La lec- @ 
” ture du spectrogramme a été faite a l’électrophotométre enregis- ; 
E treur de Sannié. i 
‘ Nous avons obtenu les résultats suivants, rapportés au litre de ; 
oe TABLEAU 1. j 
| a 
% 
; ‘ 
% NOM DES VINS CENDRKS ‘ Na | Rb i 
, (g:) : (g-) | (mg-) : 
J Vins de Bordeaux ; , 
(Rg) Pauillac (Médoc), 4947 ' 
(Rg) Chateau Canon (Saint-Emilion), 1947. . 
(Rg) Cru des Conseillans (Haux) [Gironde], : 
1944 . 
Vins de Bourgogne : 
(Bl) Clos de Vougeot, 1944 
’ (Bl) Clos de Vougeot, 1946 
A (Rg) Volnay (Beaune), 1947 (terrain calcaire). 
| (Rg) Beaujolais, 1947 (terrain granitique) . 
i Vins du Rhéne : : 
“a (Rg) Chiroubles, 1933 q 
a (Rg) Chateauneuf-du-Pape (cdtes), 1947 (ter- ¥ 
: rain a cailloux roulés) . a 
: 
Vins de Champagne : 
5 
(Bl) Champagne brut, 1948 } 
(Bl) Champagne champagnisé, 1948 
Vins d’ Anjou : 


(Bl) Cru de la Grée, 1947 

(Bl) Cru les Fougerays, 41947 

(Bl) Cru la Rousselle, 1947 

(Bl) Cru Sicot, 1947 
Vins du Midi : 

(Bl) Gaillac (Tarn), 1947 

(Ros) Tavel-Chateau-Manissy, 1947 
Vins d’ Algérie : | 

(Rg) Commune de Margueritte (département 


d’Alger), 1946 (6boulis argilo-caleaire). . . 
(Ros) Commune d’Ain-el-Hadjar (Mascara) 
{département d’Oran], 1946 (sol silico-cal- 
caire) ste sf ot Oe fae F 
(Rg) Commune de Lodi (Médéa) [département 
d’Alger| (cOteaux argileux). . 
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vin. Les vins sont présentés a peu prés par région et, suivant qu’ils 
sont blancs, rouges ou rosés, leur nom est précédé de l’indice (BI), 
(Rg) ou (Ros). 

Si l’on range les vins selon leur teneur croissante en rubidium 
et, d’autre. part, en les divisant en trois groupes d’aprés leur cou- 
leur, comme on le fait ici: tableau II, on met en évidence une 


TaBLEAu II. 
nh ie aa Rb : j 

VINS BLANCS fog) VINS ROUGES ae 
Clos de Vougeot. ....... 0,22 Clos des Conseillans..:°... 0,84 
Champagne (champagnisé), 1948. 0,28 Volmay, 1947. ......... 0,87 
Cru la Rousselle, 1947... .. 0,29  Chateauneuf-du-Pape rouge .. 0,89 
Clos de Vougeot, 1944 ..... OF a5 pe walnt-HmiliOny, concise 0,97 
Cru SICOt= ct Peis 1h. netal fom a's DSSS WANS ORe Swed bh bak si itpee tia cn: 4,00 
Champagne brut, 1948... .. OOS meV UULAC Mes We oe Wiaen ure eo: 4,28 
Chateauneuf-du-Pape blanc... 0,35 OChiroubles.........., 4529) 
ClostlessBoucerays. 198) 20.20, 106 Beaujolais. ss. chin of ster 2 4,35 
Glosyde.la Gree: hs." era te oe OF ALSOP ae mapt lt Se et wah, 4,84 
(OUCH aes (hy see eta: fate iol AOL ATATIONG. ic he. ieee: cae t 4,16 

VINS ROSES Rb 

(mg.-) 

(CORR Chel eT de ne Se, EO meee 0,54 

Rawielkt omact on Liss Py eM ne ccgle ir oO 4,97 


relation qui, sans étre absolue, est cependant trés manifeste entre 
la couleur des vins et leur teneur en rubidium. Et l’on peut dire, 
en résumant les résultats obtenus, que : 

Les Vins blancs contiennent en général moins de 1 mg. de rubi- 
dium par litre : trouvé de 0,22 4 1 mg. dans neuf vins sur dix, soil 
en moyenne 0 mg. 46 et, en tenant compte de la teneur exception- 
nelle du vin de Gaillac, 0 mg. 61 ; 

Les Vins rouges renferment ordinairement deux a trois fois 

“plus de rubidium que les vins blancs: trouvé comme moyenne 
de dix vins sur onze, 1 mg. 15 et, en tenant compte de la teneur 
exceptionnelle du vin d’Aramon, 1 mg. 41; 

Les Vins rosés semblent se rapprocher des vins rouges par 
leur teneur en rubidium. I] n’en a été analysé que deux échan- 
tillons ; l’un renfermait 0 mg. 54 et l’autre 1 mg. 97 du métal 
alcalin. 


RECHERCHES SUR LES CAUSES DE VARIATION 
DE LA TENEUR DES VINS EN RUBIDIUM (!) 


par GasrieL BERTRAND et Diner BERTRAND, 


Comme on l’a vu dans le précédent mémoire (2), nous avons 
trouvé, en étudiant 22 échantillons de vins purs et d’origines cer- 
taines, de 0 mg. 22 a 4 mg. 16 de rubidium par litre. De plus, il 
est apparu, en rangeant ces vins d’aprés leur teneur croissante en 
métal alealin, que les vins rouges renferment ordinairement deux 
a trois fois plus de rubidium que les vins blancs. 

A quelles causes peuvent tenir ces différences ? 

Si le vin était un produit direct et exclusif du raisin, il n’y 
aurait & chercher ces causes que dans la variation de la compo- 
sition chimique du raisin suivant la variété 4 laquelle il appar- 
tient, la nature du sol qui le nourrit, les influences climatiques 
qu’il a dd subir. Mais le vin est en méme temps un produit de 
transformation provoquée par Vhomme et cela, d’aprés des 
méthodes qui changent non seulement d’une région a une autre, 
mais dans une région, suivant la volonté d’oblenir, parfois méme 
avec des grains 4 peau colorée, soit un vin blanc, soit un vin plus 
ou moins coloré en rouge (8). 

Pour avoir une premiére idée de Vimportance de la. variation 
de composition des raisins, nous avons analysé des grains entiers 


(1) Un résumé de ce mémoire a été publié dans: C. R. Acad. Sci., 
1949, 228, 1622. 

(2) Ces Annales, 1949, 77, 541. 

(3) On sait que la matiére colorante du raisin étant localisée dans la 
peau, on n’obtient un vin coloré que si on met A fermenter ensemble 
le jus et la peau : la matiére colorante se dissout alors au fur et } mesure 
de la production de l’alcool, le vin est d’un beau rouge quand la peau 
est trés colorée et reste assez longtemps dans le liquide en fermenta- 
tion ; il est rosé lorsqu’on enléve la peau aprés un temps court de fer- 
mentation ou que le raisin est naturellement de faible coloration. En 
ne soumettant a la fermentation que du jus séparé de la peau aussitdt 
apres son extraction des grains, on peut obtenir du vin blane aussi bien 
& partir d’un raisin noir que d’un raisin blanc. 

Il ne saurait ¢tre question ici des vins blancs réalisés par décolora- 
tion de vins rouges avec du charbon activé ou méme de lacide sulfu- 
reux. De tels vins ne ressortissent pas de l’cenologie classique, mais de 
Vindustrie chimique du raisin. 
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provenant de quatre échantillons d’origine francaise, de belle 
qualité, vendus a Paris. Ces grains ont &té isolés a peu prés sans 
perte de suc cellulaire en les faisant tourner autour de leur axe 
avec le pouce et J’index d’une main et tirant doucement, tandis 
que le pédoncule est maintenu trés prés du grain entre les deux 
mémes doigts de l’autre main. Nous avons analysé aussi un raisin 
de dessert préparé par dessiccation, sans pépin, a peau fine, connu 
sous le nom de raisin d’Alexandrie, qui nous a été rapporté 
d’Egypte. Nous avons trouvé : 


= © 
3 5 PAR. KILOGRAMMB 
nS Bes de matiére séche 
* So 

DESIGNATION DES RAISINS aoe lS o= 
2a | ees 
= CSS Na | Rb 
= a (g-) | (g-) | (mg-) 


Blanc dit de Thomery (grains presque sphé- 
riques, blonds, semi-translucides, a un 
pépin par grain) PS eae Rema, OB Bae 16,0 | 1,86 7,2 | 0,009) 2,00 

Blanc dit de la Montagne (gros grains ; 
presque sphériques, de couleur verte 
glauque. [ly a deux et quelquefois trois 
PEPINSMpaArverain: |e ca hs ewe 48,8 x 

Blanc dit de Moissac (grains presque sphé- 

ay ese blonds dorés, presque translu- 
ides, contenant un ou deux pépins par 
Senin) PEE ae ture ie hs. Ve 

Noir dit Olivette (grains allongés en forme 
d olives, de coloration foncée, contenant 
un a quatre pépins par grain). ee one oy O0nidS 

BlanerditydtAlexandriels) ait) A, 2 cs sie 86,4 | 1,77 8 


On ne peut tirer de régle générale et définitive d’un nombre 
aussi restreint d’analyses, mais on peut déja remarquer que la 
teneur en rubidium des grains de raisin a varié de 2 4 9 mg./kg. 
de matiére séche, ce qui suffit pour retenir la différence de com- 
position des raisins parmi les causes de variation de la teneur des 
vins en rubidium. On remarquera en outre que |’échantillon de 
raisin rouge est de beaucoup le plus riche, renfermant prés du 
double de la quantité de rubidium contenue dans ]’échanlillon de 
raisin blanc le plus avantagé A ce point de vue. Cette derniére 
remarque est aussi en accord avec l’observation d’une teneur en 
rubidium généralement plus élevée des vins rouges que des vins 
blancs. 

Pour savoir si la méthode de vinification intervenait 4 son tour 
dans la teneur en rubidium du produit obtenu, nous avons effectué 
l’expérience suivante : 

Un lot de grains de raisin (dit de la Montagne), détachés 4 la 
main des pédoncules ramifiés ou rafles (ou aussi rapes, suivant les 
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régions) qui les portent dans la grappe, a etexSoumnis a laction 
d’une forte presse a vis ; on a séparé ainsi 1.276 g. de mout sucré 
et il est resté 180 g. de mare formé par les peaux et les pépins. 

Aussitot extrait (1 novembre 1947), le moat a été additionné 
de 1 centimétre cube d’une culture de levure (de Saint-Emilion) 
et, aprés répartition homogéne, on l’a divisé en deux parties 
égales dans des matras A et B. On a laissé tel quel le mout en A 
et on a ajouté a celui contenu en B la moitié des rafles et la 
moilié du marc; puis, le col des matras étant simplement fermé 
par un capuchon de papier a filtre, on a abandonné a la fermen- 
tation dans une piece du laboratoire maintenu a + 19 — 20°. 

En A, la fermentation est apparue avec lenteur et s’est pro- 
longée longtemps. En B, au contraire, elle s’est manifestée avec 
vigueur et s’est terminée rapidement (4). 

Ainsi, en A, aprés vingt-quatre heures, le moat, au fond duquel 
s’était réuni un dépot floconneux assez abondant, était encore 
trouble et l’on y apercevait seulement de trés fines bulles dont 
lascension, lente et continue, commengait a former a la surface 
quelques taches roussatres, de faible épaisseur, dues a la réunion 
de cellules de levure, de particules organiques entrainées et de 
bulles de gaz carbonique plus ou moins _persistantes.. 

En B, aprés le méme temps, il y avait aussi un dépdt flocon- 
neux, Je liquide était également trouble, mais on y voyait des 
bulles beaucoup plus grosses et rapides qu’en A et une partie 
importante du mélange de rafles et de peaux avait déja été amenée 
i la surface, accompagnée de levure et de mousse carbonique. 

Aprés deux jours, l’aspect de A ressemblait beaucoup a celui 
de la veille: les trés fines bulles s’y élevaient seulement plus 
nombreuses et les taches superficielles s’étaient étendues A toute 
la surface du liquide. En B, Veffervescence était trés active et la 
presque totalité des pédoncules et des peaux formait un chapeau 
4 moitié soulevé hors du liquide par la mousse carbonique. 

Aprés environ une semaine, exactement le neuviéme jour, le 
dégagement gazeux paraissait terminé en B, on a agité le 
contenu des matras et on l’a transvasé dans des flacons (A;, B;) 
de 250 cm%, munis de capuchons & vis et préalablement stérilisés. 
Dans cette opération, on a eu soin de passer le contenu de B aA 
travers un entonnoir de porcelaine & plaque perforée, pour 


(4) Chaptal mentionne dans son ouvrage classique sur « l’Art de faire, 
gouverner et perfectionner les vins » (Paris, 801) que Don Gentil avait 
observé dans ses expériences « que la fermentation marche avec plus de 
force et de régularité dans un motit mélé avec la grappe, que dans celui 
quien a été dépouillé » (p. 48 et 78) et il a reproduit cette mention 
dans sa « Chimie appliquée 4 1’Agriculture » (Paris, 1829, p. 147). Malgré 
ce que l’on a découvert depuis cette époque, il serait intéressant d’étu- 
dier de plus prés ce phénoméne. 
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séparer le mélange de rafles, de peaux et de pépins. On a pris en 
outre la précaution de ne pas remplir complétement les flacons, 
mais d’y laisser un espace vide de 5 A 6 cm®, pour éviter une 
fuite du contenu en cas de fermentation postérieure, accompagnée 
de mousse. ? 

Il s’est déposé, de part et d’autre, un précipité grisatre ou lie 
relativement dense, surnagé en A, par un liquide faiblement coloré 
en jaune paille, un peu trouble, et en B, par un liquide plus 
coloré, jaune orangé, plus trouble que le précédent. La fermenta- 
tion s’est poursuivie doucement, de plus en plus lente, dans les 
premiers flacons, durant un peu plus de deux semaines, tandis 
qu'elle était visiblement achevée dans les seconds. Le vin s’est 
lentement dépouillé des substances qu’il tenait en suspension, 
mais pas d’une maniére aussi compléte dans celui obtenu par la 
fermentation en présence de rafles, de peaux et de pépins que 
dans le vin préparé avec le mofit seul. Tandis que ce dernier avait 
acquis une limpidité parfaite aprés deux a trois mois, l’autre pos- 
séde encore aujourd’hui (sept. 1949) une légére opalescence. 

Nous avons procédé a l’analyse comparative de ces deux vins 
dgés de dix-huit mois. Les chiffres ci-dessous rapportés au litre, 
ont été trouvés : 


NATURE DES VINS eas 


‘Obtenu avec le mott seul. . . 4,45 0,49 0,006 
Obtenu en présence des peaux, 
des rafles et des pépins .. . A790 0,98 0,007 


Pour bien comprendre ce gui s’est passé dans |’expérience 
décrite ci-dessus, il faut observer qu’au cours de la fermentation 
alcoolique d’un raisin il n’y a pas simplement dissolution de la 
matiére colorante contenue dans la peau par l’action de l’alcool 
formé, il y a aussi plasmolyse plus ou moins avancée des tissus 
qu’on laisse, volontairement ou involontairement, dans le jus 
sueré. Les pépins, protégés par un tégument épais et fortement 
lignifié, résistent beaucoup a cette plasmolyse, mais il n’en est 
pas de méme des rafles et des peaux, qui ne tardent pas a 
échanger leurs produits solubles avec le liquide dans lequel elles 
sont plongées. Si done on trouve moins de rubidium dans le vin 
préparé avec le jus seul du raisin que dans celui qui est obtenu 
en présence des rafles et des peaux, c’est qu’il doit y avoir 
davantage du métal alcalin dans ces derniéres parties de la 
erappe que dans le mott. 

Nous avons vérifié qu’il en est bien ainsi par l’analyse com- 
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parée de la chair, de la peau, des pépins et des pédoncules de 
trois des raisins qui figurent dans le tableau rapporté au début 
de ce travail. 

Pour réaliser cette analyse, des grains ont été séparés des 
pédoncules comme il a été déja indiqué; on en a prélevé un lot 
de 25 a 30 g. que l’on a analysés directement, puis un autre, 
denviron 200 g. Ces derniers grains ont été fendus avec un 
scalpel et on en a extrait les pépins avec une petite pince a 
mors plats, sans s’inquiéter, cette fois, du liquide sucré qui 
s’écoule. Les pépins ont été frottés dans un linge pour les débar- 
rasser d’un peu de pulpe adhérente et soumis a l’analyse. Quant 
aux grains épépinés, on les a malaxés et pressés avec les mains, 
dans une serviette repliée en forme de nouet, de maniére a en 
expulser le mieux possible la partie pulpeuse. La masse rési- 
duelle, retirée de Ja serviette, a été divisée, regonflée par addi- 
tion d’eau distillée et pressée de nouveau, et cela A deux reprises. 
Ce sont les peaux, ainsi débarrassées de la chair, que Von a ana- 
lysées. C’est en retranchant du poids des substances dosées dans 
Jes grains entiers ceux qui provenaient des peaux et des pépins 
que lon a caleulé Ja composition de la chair. 

Voici les chilfres que nous avons lrouvés : 


<I 
re a PAR KILOGRAMME 
aS aoe de matiére séche 
i=) 4 Oo 
NATURE DES RAISINS alee aioe 
’ fo Ay fa 72 ey 
iat os K Na Rb 
S a (g-) (+) (mg.) 
Raisin dit de la Montagne : 
Grains entiers. ..... 48,75 Py: 8,3 0,038 2,78 
Grains épépinés... - 2. 48,1 2,08 93,15 0,044 2,69 
Chaitatee cee? 17,6 2,24 7,5 0,035 2,2 
be BSN As een) 24,2 4 Ak 21,5 0,444 41,9 
Pépins es ee mes ; 70,8 4,84 4,95 0,026 4,24 
Rallos.-.eees ; | 25,0 7,66 28,0 0,44 7,25, 
Raisin dit de Moissac : 
Grains entiers..... . 20,8 2,97 8,9 0,068 4,36 
GHSIT Ses ana eee 19,8 204 9,0 0,065 4,2 
Puaus p)< yates eee 25 2 3,86 12,2 0,0805| 6,8 
PEpiIns Ay lets ene ite 00 Ve 2,88 3,04 0,089 3,64 
Raises avin. atten eters 51,6 40,4 34,7 0,196 6,418 
Raisin dit Olivette. ..... 
Grains ONULETS ES ctf acts 47,95 2,60 43,4 0,44 9,05 
Chair. 98 caches a 2,02 41,4 0,44 9,05 
Peaux PAT ete oie Tk 7,0 35,9 0,458 135 
Péping* 5 Ba hoG he 68,4 2,64 3,77 | 0032 2,78 
Rafles . Anne 29,9 43,47 52 0,269 46,3 


En définitive, la variation de la teneur des vins en rubidium tient 


A deux causes principales : la premiére est liée, comme on devait 
_s’y attendre, a la composition chimique des raisins ; la seconde 
 dépend de la méthode de vinification. Les peaux et les pédoncules _ 
du raisin étant plus riches en matiéres séches et en rubidium que 
la chair, le vin préparé avec du moat seul contient une proportion = 
-moindre du métal alcalin que celui obtenu avec Ja totalité du | 
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DETERMINATION 
DES TYPES BACTERIOPHAGIQUES (VI-PHAGE TYPING) 
ET CARACTERES BIOCHIMIQUES DE SOUCHES 
DE SALMONELLA TYPHI 
ISOLEES DANS LES HOPITAUX MILITAIRES 
DE LA METROPOLE ET DE CERTAINS TERRITOIRES 
DE L'UNION FRANGAISE 


par A. JUDE et P. NICOLLE (’). 


(Laboratoire Central de Bactériologie de l’Armée 
et Institut Pasteur. Service du Bactériophage.) 


La méthode de Craigie, 1988, par l'utilisation de bactériophages 
spécifiques des formes de Salmonella typhi possédant lanti- 
géne Vi, permet de classer les souches de ce bacille en un certain 
nombre de types et de sous-types (24), qu’aucune méthode séro- 
logique n’est parvenue, jusqu’éa présent, a distinguer. 

A de rares exceptions prés, les types sont stables, c’est-a-dire 
qu’a travers les vicissitudes des contaminations d’homme a 
homme, des passages sur les animaux d’expérience ou des repi- 
quages en milieux de culture (Yen, 1940), 4 la seule condition 
que Vantigéne Vi ne disparaisse pas, chaque souche se maintient 
dans son type originel. Cette stabilité des types bactériophagiques 
du bacille typhique donne a la méthode un intérét pratique consi- 
dérable : tous les bacules isolés d’un méme malade ou d’un 
méme porteur de germes, tous les bacilles isolés chez différents 
malades contaminés par le premier apparliendront au méme type. 

La méthode de caractérisation des types du bacille typhique 
est done particuliérement précieuse pour |’épidémiologiste, puis- 
quelle permet a celui-ci de déceler dans une région d’endémicilé 
les rapports qui unissent divers cas sporadiques, de dépister 
l’existence de plusieurs foyers, de reconstiluer la filiation des eas, 
de prouver la responsabilité d’un porteur de germes dans l’appa- 


riion d’un groupement épidémique, bref, de conduire ses 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 juin 1949. 
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enguétes beaucoup plus loin qu'il ne pouvait le faire avant l’in- 
vention de la méthode. II peut ainsi entreprendre en toute connais- 
sance de cause la lutte contre ce fléau. 

Presque en méme temps Kristensen, 1938, a proposé une clas- 

sification de S. typhi d’aprés les caractéres fermentatifs sur le 
es et l’arabinose. Les types fermentatifs de Kristensen, 
beaucoup moins nombreux que les types bactériophagiques, puis- 
qu’on n’en compte que trois, seraient aussi épidémiologiquement 
stables, bien que quelques auteurs (Attimonelli, 1947; Reul, 
1949) affirment avoir obtenu en culture la transformation d'un 
type en un autre type. 

Il nous a paru intéressant de combiner, comme I’ont proposé 
Olitzki et collab., 1948, ces deux méthodes de classement ; chaque 
lype bactériophagique pourrait ainsi étre subdivisé en trois sous- 
types. On obtiendrait ainsi une différenciation plus étendue. Cer- 
tains types bactériophagiques étant particuliérement fréquents, 
cette caractérisation complémentaire donnerait plus de précision 
aux enquétes épidémiologiques. 


Notre étude a porté sur 280 souches de bacilles typhiques, iso- 
lées au cours des années 1946, 1947 et 1948, chez 276 sujets en trai- 
tement dans les formations militaires, en ace et dans les autres 
territoires de l’Union francaise. 

Leur origine est la suivante : 
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273 souches ont été isolées par hémoculture ; 4 ont été obtenues 
par coproculture ; une a été isolée des urines; une autre, du 
liquide céphalo-rachidien ; enfin, la derniére provenait du pus 
d’une ostéite ot le bacille typhique était associé 4 un slaphylo- 
coque. Elles avaient été envoyées au Laboratoire Central de Bac- 
tériologie de l’Armée pour étude bactériologique et sérologique, 
aussi ne possédons-nous que peu de renseignements cliniques sur 
la gravité de l’affection qu’elles avaient déterminée. Quelques- 
unes d’entre elles ont été cependant 4 l’origine de cas sévéres et 
méme mortels. La plupart ont été isolées chez des sujets vaccinés, 
quelques-unes chez des sujets non immunisés (familles de mili- 
taires). 

L’étude bactériologique a porté sur le pouvoir fermentatif vis- 
A-vis de certains hydrates de carbone : lactose, glucose, xylose, 
arabinose et dulcite; sur lutilisation du tials de soude sur 
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milieu de Simmons, la production d’H,S et la formation d’indol. 

L’action sur la glycérine a été étudiée en milieu de Stern. 

L’étude sérologique a consisté dans la détermination des anti- 
cenes O, H et Vi. Cette recherche a été faite sur lames avec des 
sérums expérimentaux provenant de I’Institut Sérothérapique de 
Copenhague (Kauffmann). Pe 

Enfin, la détermination des types par la méthode de Craigie el 
Felix, 1947, a été faite avec les préparations standard, fournies 
par le D* Felix que nous remercions vivement ici (Central Enteric 
Reference Laboratory and Bureau, Londres). 


R&SULTATS DE L’ANALYSE BACTERIOLOGIQUE 
ET DE L’ETUDE ANTIGENIQUE. 


Toutes les souches étudiées étaient sans action sur le lactose ; 
elles faisaient fermenter, au contraire, rapidement et sans forma- 
tion de gaz, le glucose. Aucune n’était indologéne. 

Toutes, a l’exception de trois, produisaient de 1’7H,S, en quan- 
tités plus ou moins grandes. On sait, depuis les travaux de 
T. Tilley, 1923, que la production d@’H,S n’est pas pathognomo- 
nique de S. typhi. C’est ainsi que sur 83 souches étudiées par 
Kauffmann, 6 n’en produisaient pas. La glycérine, en milieu de 
Stern, n’était fermentée par aucune des souches. Elles étaient, au 
contraire, toutes d-tartrate positives. Aucun développement n’ était 
constaté sur milieu de Simmons ; cependant, pour quelques sou- 
ches, on pouvait constater au sixicme ou sepli¢éme jour d’obser- 
vation la présence de quelques colonies gréles bleuissant légére- 
ment le milieu. 

La dulcite était fermentée tardivement (plus de quatre jours, 
généralement Je cinquiéme ou sixiéme jour) par 19 cultures. Ce 
caractére indiqué par A. Klinge, 1935, n’aurait pour Kauffmann 
aucune importance pratique, car la fermentation de cet hydrate 
de carbone est trés irréguliére. ' 

La fermentation du xylose et de l’arabinose est plus intéressante 
a considérer. Le xylose était fermenté rapidement par 245 souches, 
alors que la plupart (269) étaient sans action sur l’arabinose. 

Se basant sur ces propriétés, Kristensen a divisé le bacille 
typhique en trois types : 

Le type I est arabinose négatif et xylose positif ; 

Le type II arabinose négatif et xylose négatif ; 

Le type II arabinose positif et xylose positif. 

Le type I est de beaucoup le plus fréquent. C’est ainsi que 
sur 2.118 cultures étudiées par Kristensen, 1.668 étaient du type I, 
449 du type II et une seule du type III. : 

La répartition des souches que nous avons ¢tudiées suivant ces 
trois types, et par région, est indiquée dans le tableau I. 
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Tasteau 1. — Répartition des types fermentatifs de Kristensen. 
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Nous retrouvons une distribution analogue A celle qui a été 
donnée par Kristensen, avec une fréquence toutefois plus grande 
du type III. 

Le type I est de beaucoup le plus souvent rencontré. Il semble 
d’ailleurs s’agir la d’un phénoméne général que l’on retrouve chez 
des souches isolées dans d’autres régions. C’est ainsi que dernié- 
rement, Attimonelli, en Italie, a pu voir la prédominance de ce 
type. 

Nous avons pu confirmer, pour notre part, que dans les petits 
groupements épidémiques, toules les souches de méme origine 
appartenaient au méme type. De méme, |’étude des diverses sou- 
ches isolées chez un méme malade a toujours montré la constance 
du type fermentatif. : 

L’étude antigénique des souches nous a donné, dans tous les 
cas, la formule IX, d—. Deux souches, cependant, lors des pre- 
miers examens étaient dépourvues d’antigénes flagellaires : il 
r’y avait pas d’agglutination H, et les germes se «montraient 
immobiles & examen microscopique. Ce caractére était corro- 
boré par l’examen des cultures en milieu de Tittsler et Shan- 
dolzer. Cependant, aprés quelques repiquages, on pouvait 
observer une agglutination avec le sérum d, et les germes mon- 
traient une certaine mobilité. D’aprés A. Felix, 1924, W. Hayes et 
F. Freeman, 1946, de telles constatations sont loin d’étre rares, 
au cours des premiers isolements. 

La présence de l’antigéne Vi a été recherchée avec un sérum 
expérimental Vi. Toutes les souches, 4 l'exception d’une, pos- 
sédaient cet antigéne, en plus ou moins grande abondance. Cer- 
taines d’entre elles étaient, lors des premiers examens, non 
agglutinables sur lames avec un sérum anti-O en raison de la 
présence de l’antigéne Vi en quantité maximum. 

La plupart des souches que nous avons recues avaient subi plu- 
sieurs subcultures au cours desquelles elles avaient pu perdre 
partiellement leur antigéne Vi; ces cultures étaient agglutinables 
sur lames a la fois par le sérum anti-O ect par le sérum anti-Vi. 


AY 
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RESULTATS DE LA DETERMINATION DES TYPES 
PAR LES BACTERIOPHAGES Vi. 


; it 6g : hs 

La technique décrite avec précision par Craigie et Felix, 1947, 
consiste a ensemencer la surface d’une boite de gélose avec’ une 
anse de platine chargée d’une suspension de la souche a iden- 


| 


| 


Fic. 4. — Salm. typhi, type A. Les numéros correspondent aux phages Vi spé- 
cifiques dans l’ordre ou ils figurent sur le tableau JI. Les b. typhiques du 
type A sont lysés, non seulement par le phage A (n° 1 de la figure), mais 
aussi par fous les autres phages. 


tifier. On étale avec l’anse la goutteletle de suspension de maniére 
a donner a la surface & ensemencer la dimension d’une pastille 
de 0,5 em. de diamétre. Aprés absorption du liquide par la gélose, 
on dépose sur l’emplacement de chaque pastille avec l’anse de 
platine calibrée une gouttelette de chaque phage amené A la dilu- 
lion critique. Cette dilution eritique est la plus grande dilution 
qui, sur la souche type correspondante, donne encore la lyse 
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totale. La lecture se fait aprés huit heures d’étuve a 37° C ; une 
seconde Jecture aprés vingt-quatre heures confirme les résultats. 
La principale difficulté de la méthode consiste dans la déter- 
mination de la dilution critique. Les résultats peuvent étre com- 
plétement faussés si la dilution est trop faible ou trop forte. 


Nous avons apporté quelques légéres modifications a la tech- 
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Fic. 2. — Salm. typhi, type D,. Les: souches dece type sont lysées par{les 


phages du groupe D (D,, n° 6; Do, n° 7; Dy, n° 8; Ds, n° 9; Dg, ne 40). Aucun 
autre phage n’agit sur elles. 


nique originale, dans le but de simplifier les manipulations. Nous 
avons acquis la certitude que: les résultats ne s’en trouvaient 
modifiés en aucune facon. C’est ainsi, par exemple, qu’au lieu 
d’ensemencer les suspensions bactériennes avec |’anse de platine, 
nous avons réalisé |’ensemencement de la surface entiére de la 
sélose au moyen d’un étaleur de verre (fig. 1, 2, 3 et 4). 

Les auteurs de la méthode ont insisté, avec raison, sur la trés 
grande importance du milieu gélosé. Ils recommandent |’emploi 
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dun bouillon a digestion trypsique, ou & son défaut, d7un 
bouillon commercial standardisé (Bacto-Nutrient broth dehydrated 


: Difco). 
Il ne nous a pas été possible, jusqu’é présent, de nous procurer 

; réguliérement ce milieu. Aprés quelques tatonnements, nous avons 

* adopté le milieu suivant, qui nous a donné satisfaction : 

Peptone \faillant 5B Geant <4 ar een cw eee nae ee ade 20 g. 
G6lOSOe5 Mine Sth ea els, eects US baad take eee ee 45.¢. 

| NaCl ed S00 ot) ye RI ese ee 5g. 

me Baw bidistill6s,) <eete ee oe eee ie oh Seer eed ORs 

2 pH =7 a 7,2 

j / 

Resuirars, 

. a) R&sULTATS GLOBAUX DE LA CARACTERISATION DES TYPES BACT: 
RIOPHAGIQUES. — Sur 280 souches soumises 4 la méthode, 207 seu- 
lement ont pu étre classées suivant Pun des 24 types de Craigie 

o. 

, 
/ 


; Fig. 3. — Salm. typhi, type Dy. 
Seul le phage D, (n° 8) agit sur les souches de ce type. 


i 
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- et Felix; 73 souches sont done non caractérisables. Ce nombre 

paraitra élevé, mais plusieurs d’entre elles (87) avaient été clas- 
/ sées primitivement par nous dans les types B (12 du type B,, 
__,o du type B, et 20 du type B,). Nous avons envoyé ces souches 
“au Laboratoire de référence de Londres et le D™ Felix nous a 
conseillé de les considérer actuellement, en raison de leurs réac- 
tions hétérologues, comme des souches Vi non caractérisables ou 
souches Vi dégradées. 

La lecture du tableau II montre que la fréquence globale des 
types suit ordre suivant : E,, A, D,, C, D,, L,. Tous les autres 
types sont sensiblement plus rares. Les types B,, B,, B, (avec 
la restriction signalée plus haut), E,, M et O n’ont pas été ren- 
contrés jusqu’a présent. 


ood 


 Tasrrau Hl. — Répartition géographique des tvpes bactériopha- 
ia giques Vi et des types fermentatifs (Kristensen) de Salmonella 
typht. ; 


Types 
Vi Fhage 


ne = souches non caract4risables 


6) Résuttars par pays. — L’ordre de fréquence n’est pas tout- 
a-fait le méme suivant les régions considérées. Ainsi, pour la 
France, cet ordre décroissant est le suivant : E,, A, D,, D, et 
F,, C, D, et N ; pour-lAlgérie : A} E,, C, D,, D,, D; et K ; pour 
jeiifarec-ci7 D.C. A D,, Ls: L,, KD, F,.:Le nombre des 
souches provenant des autres territoires est trop faible pour per- 
mettre des conclusions. 

Nous ne donnons pas de pourcentage. de fréquence, car le 
nombre des souches examinées est relativement peu élevé et, 
d’autre part, des groupements épidémiques peuvent attribuer a 
certains types une importance toute fortuite. 
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L’ordre de fréquence offre toutefois un certain intérét, car il 
semble variable suivant les pays. O’est ainsi qu’en Palestine les 
types les plus fréquents sont A et C (Olitzki et collab., 1948) ; au 


Lat 


hse 


_ Canada, ce sont les types E, C et A (J. M. Desranleau, 1947) ; a 
* aux Etats-Unis, dans les Etats de l'Ouest : E,, M, ASB." Cz Bay i 
> } . 
pik ¥, ; 


Fic. 4. — Salm. lyph, type Ey. Sur les soucbes de ce type, seuls les phages E, 
et E, (n* 41 et 12) donnent la lyse confluente. Ce type est le plus fréquem- - 
ment rencontré. 


D, (Lazarus, 1940) et dans I’Etat de Georgie : A, E et C (Morris, 
Brien et Sellers, 1945). 


c) TYPES BACTERIOPHAGIQUES ET TYPES KristeNseN. — En com- 
binant les types bactériophagiques avec les types de Kristensen, 
on obtient les subdivisions suivantes 
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- Tasieau Ill. — Types bactériophagiques Vi et ‘ESE fermentatifs 

de Kristensen. 

ed * 
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‘Ces combinaisons permettent d’obtenir une différenciation plus 
poussée, d’oii un plus grand nombre de types. Nous examine- 
rons plus loin la valeur épidémiologique de ces subdivisions. 


d) VALEUR DE LA METHODE DE CARACTERISATION DES TYPES BACTE- 


RIOPHAGIQUES. — Nous avons obtenu 4 plusieurs reprises des sou- 
ches provenant de petits groupements épidémiques distincts 
(P. Nicolle et A. Jude, 1949). Toutes les souches d’un méme 
groupement appartenaient 4 un méme type : 7 cas a Arzew 


type E,; 3 cas 4 Alger: type C; 12 cas 4 Tiaret: type A, 4 cas 


a Tlemcen : type E,. 
La caractérisation des types a permis d’exclure du foyer 


-d’Arzew une infection concomitante avec un bacille du type D, 
_et du foyer d’Alger le cas d’un infirmier porteur du type D,, 


dont l’infection ne pouvait par conséquent pas étre attribuée a 
une contamination par les malades du type E, qu’il soignait. 

Elle a permis de rattacher au foyer de Tiaret le cas, observé 
a Toulouse, d’un permissionnaire porteur du type A. 


e) INTERET DE LA COMBINAISON DES TYPES BACTERIOPHAGIQUES ET 
DES TYPES DE KristeNsEN. — Tous les groupements épidémiques 
que nous avons étudiés appartenaient chacun a un méme type 
Kristensen, ce qui est en accord avec l’opinion de Kristensen lui- 
méme et celle d’Olitzki et collab. qui, par ce moyen, ont pu dis- 
tinguer divers foyers épidémiques dans une région ot les types A 
et C sont rencontrés presque exclusivement. 

En se basant sur ces faits, on pourrait donc, dans le cas des 
types les plus fréquents, donner une signification épidémiologique 
aux sous-types Kristensen a Tintérieur d’un type bactériopha- 


gique. 
Résumé. — La méthode de Craigie et Felix permet de distin- 


guer 24 types de Salmonella typhi. Ces types sont stables et leur 
détermination a une grande valeur épidémiologique. 
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L’ordre de fréquence de ces divers types varie suivant les terri- 
toires. D’une facon générale, les types E, et A ont été, A peu pres 
| partout, les plus frequents. 

‘ Cependant, la détermination complémentaire des ae fermen- 
tatifs d’aprés Kristensen a lintérieur de chacun de ces types 
bactériophagiques semble permettre une distinction ayant une 


_— 


~ 
3 signification épidémiologique. 
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THYMOL, BACTERIES ET BACTERIOPHAGES 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE (°). 


(Institut Pasteur.) 


Le thymol est un antiseptique assez peu éludié, car son emploi 
est limité, du fait qu’il est solide a la température ordinaire et 
trés peu soluble dans ]’eau (0,83 g. a 0,76 g. par litre, d’aprés le 
Traité de Pharmacie Chimique de Lebeau). 

Cependant nous avons indiqué, dans des publications, précé- 
dentes, que les bactériophages sont trés résistants au thymol et 
que cet antiseptique peut étre utilisé pour assurer la stérilité des 
lysats [5, 6, 7]. 

Nous avons pensé que cette particularité du thymol méritait de 
retenir l’attention, et nous étudions dans le présent travail ]’action 
du thymol, d’une part sur les bactéries et sur les phages pris 
chacun isolément, d’autre part, sur la multiplication du bacté- 
riophage dans une culture du germe et sur la lyse de cette culture. 

Technique. — La souche de Sh. paradysenterix Flexner Y6R, 
entretenue sur milieu synthétique et le phage C16 ont servi aux 
expériences fondamentales. Les ensemencements sont faits en 
milieu synthétique a partir d’une culture de dix-huit heures conte- 
nant 8 x 10® germes viables par centimétre cube. 

Des vérifications nombreuses de certains résultats ont été faites 
sur diverses souches de Salmonelles, de Streptocoques, de Staphy- 
locoques, et sur des phages bien adaptés a ces souches. 

On a_ utilisé, dans chaque cas, le milieu que l’expérience a 
montré comme le plus approprié a la fois a la culture de la bac- 
térie, a la multiplication du phage et 4 la conservation de ces 
deux éléments ; notre milieu synthétique habituel [5] pour la souche 
Y6R avec le phage C16; l'eau peptonée, le bouillon, ou l’hydro- 
lysat de caséine additionné de divers éléments, dans d’autres cas. 
L’avantage de mileux synthétiques est évident, méme pour 
l’étude de l’action,du thymol sur le germe ou sur le phage pris 
chacun isolément. 

Le thymol est introduit dans les tubes ou flacons en expérience 
sous forme d’un cristal, qu’on y laisse en permanence. Le nombre 
de bactéries. « viables » par centimetre cube est calculé par la 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1949. 
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méthode de numération (aprés quarante-huit heures d’étuve) des & 
colonies sur plaques de gélose et le nombre de bactériophages “4 
par celle de numération des plages, Les titrages sont toujours faits. a 
en double ou en triple. | 


L; ae Action du thymol sur les bactéries. 


Le thymol est bactériostatique et bactéricide. 


a) ACTION BACTERIOSTATIQUE. ‘ 


Des expériences préalables ‘ont montré qu’en ensemencant 
10 cm* de milieu synthétique avec des quantités de bactéries YOR 
de 250 par centimétre cube a 8,5x10’ par centimetre cube, on 
obtient au bout de vingt-quatre heures une culture abondante. Un 
ensemencement de 2 A 200 bactéries par centimetre cube donne 
- encore un trouble net au bout de vingt-quatre heures et une cul- ~ 
ture abondante en deux ou trois jours. 

L’introduction de thymol dans une culture de Y6R en milieu — 
synthétique en pleine multiplication (ayant séjourné une heure _ 

4 37°), quelle qu’ait été la quantité de germes ensemencés, arréte 
d’emblée, dans presque tous les cas, toute multiplication : laction 
bactériostatique est absolue et le nombre de germes viables— 
naugmente & aucun moment. D’abord stationnaire pendant une 
courte période, il diminue ensuite trés rapidement. | 

Dans quelques cas exceptionnels, nous avons observé au début 
une certaine multiplication. I] s’agissait toujours de cas ot il y _ 
savait trés peu de germes au départ : par exemple, une culture 
ensemencée avec 9 bactéries vivantes en contenait 42 au bout de _ 
trois heures ; peu de temps apres, elle n’en contenait plus. 


hb) Action BACTERICIDE. 


Nous avons étudié cette action en déterminant le nombre de 
bactéries « viables » par numération des colonies sur plaques de 
gélose, a différents temps, dans un milieu de culture synthétique. 

Au point de vue pratique, deux points sont importants : 1° la 
marche de la stérilisation, 2° le temps nécessaire pour la stéri- 
lisation totale. Nous les avons étudiés 4 +37° et a +4°. 


ACTION BACTERICIDE A 37°, 
1° Marche de la stérilisation. — L’action bactéricide du thymol 
& 37° suit une certaine progression. On peut faire varier l’ense- 
mencement initial dans de larges limites sans la modifier sensible- 
ment (tableau I). Autrement dit, le nombre de bactéries survivant 
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_ pour cent 4 un instant donné est le méme, quel que soit l’ensemen- 
cement initial, si toutes les autres conditions sont les mémes. Le 
tableau I le montre pour les conditions que nous utiliserons habi- 
tuellement dans ce travail : cultures agitées au bain-marie a 37° : 
-ensemencement avec une culture de dix-huit heures dans le méme 
milieu. 

Le thymol est introduit aprés une heure de séjour a 37°, en 
période de croissance logarithmique. 

Ce n’est que pour des ensemencements trés abondants ou trés 
faibles qu’on observe quelques irrégularités sur lesquelles nous 
reviendrons un peu plus loin. 


TaBLEau I. 
SURVIVANTS °/. AU BOUT, DE 
GERMES AU DEPART iS 
g ive Nec : 2 3 
par centimetre cube © aS . 5 fe q a 
2 = = 8 8 é 
= Pt ~ oe - a 
Se OaCM Og) Pe 100 0,4 0,2 0,2 0,2 
OWLS 6 Ns 9 Se 2 0,2 0,2 0,2 0 
SEB GI tt ca sol how 2 2 0,2 0,2 0 
Gs nO Ar as chee 400 
AOE CA Oe uses, apts Me 0,4 0,2 0,2 0,2 0 
DO RAO SNe rt on, Hog? 100 
SRO Reema sy Anat ro) 5 4 4 4 0 
Moyennes. 400 1,9 0,7 0,36 0,36 
Ecarts types. 1,86 0,8 0,36 0,36 
EL creel teeta By a Sg, Tes) 3,6 4,37 1,37 


Si, pour chaque temps, on calcule la moyenne des expériences, 
l’écart type (1) et le coefficient y? (2), on voit que les écarts ne 
sont pas significatifs et qu’on est en droit de tracer une,courbe 
unique de destruction, valable pour des quantités de germes 
comprises dans un trés large intervalle (fig. 1). On y note les 
trois phases suivantes : un temps de latence d’un quart d’heure 
environ; une phase de destruction trés rapide (98 p. 100 des 
germes sont détruits entre un quart d’heure et une demi-heure), 
une phase de destruction Jente des 2 p. 100 survivants. 


(1) L’expérience correspondant 4 l’ensemencement le plus faible est 
un peu aberrante, la destruction des germes étant au début un peu 
plus lente, ce qui rend compte de la valeur plus élevée du premier 
écart-type. 


(2) D’aprés les tables in: R. A. Fischer, Statistical méthods for 


research workers, Oliver and Boyd. Edimburgh. 
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On remarquera que cette courbe différe beaucoup de la courbe 
de destruction de bactéries par un antiseptique tres soluble 
(sublimé ou formol par exemple). Celle-ci est une courbe exponen- 
tielle, montrant que la quantité de bactéries tuées par unité de 
temps est constante. La quantité d’antiseptique dissous étant alors 
trés grande par rapport a la quantité nécessaire a la mort des 
germes, les conditions restent les mémes pendant toute l’expé- 
rience, 

La solubilité du thymol étant trés faible, tout le thymol en solu- 
tion au début se fixe probablement sur les germes et de nouvelles 
quantités de l’antiseptique se mettent en solution jusqu’a satu- 
ration de tous les germes. Ceci répond ‘peut-étre 4 la période 


HEURES 
4 Sy 


POUR CENT 


BACTERIES SURVIVANT 


Fic. 4. — Action du thymol sur Sh. paradysenteriae Y6R. 
Courbe de survie en coordonnées semi-logarithmiques. 


latente d’un quart d’heure. A la fin de celle-ci les bactéries sont 
tuées presque instantanément, sauf pour un reliquat qui parait 
plus résistant. 

Pour un nombre de germes trés grand (5x 10* par centimétre 
cube), dans les mémes conditions, le pourcentage de survivants 
diminue relativement plus vite que pour des quantités moyennes ; 
mais il faut attendre beaucoup plus longtemps, comme nous le 
verrons, pour que tous les germes soient tués. 

I] faut naturellement peu de temps (deux a trois heures au plus) 
pour tuer un trés pelit nombre de bactéries (moins de 100 par 
centimétre’ cube). Mais la stérilisation progresse moins régulie- 
rement, le pourcentage de bactéries détruites pendant la premiére 
demi-heure ou la premiére heure étant parfois tres faible. 

2° Temps de stérilisation totale. — Au point de vue pratique, 
il est important de savoir préciser le temps qu’il faut pour stéri- 
liser complétement une culture ou une suspension de bactéries, 
Ce temps dépend du milieu, de la température, du nombre de 
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bactéries présentes au départ et de I’état dans lequel elles se 
trouvent. ‘4 

Etudions-le, par exemple, dans les mémes conditions que pré- 
cédemment (culture en pleine multiplication logarithmique a 37°) 
(tableau IT]. 

Pour une quantité moyenne de bactéries, dans une gamme trés 
étendue (de 3x 107 4 180 par centimétre cube) le temps de ‘stéri- 
lisation est le méme (environ cing heures). 


Taseau II. 

BACTERIES 

au départ WN ds 
par centimétre cube de stérilisation 

Be Ge 108 uP ey ee « Ug Pigs meena ed My eee el xc > 48 heures. 

SAO CAO OG dca fret iee Sede: ls pas Mir tes Parag ahr oou San whe 5 heures. 

LASIX GRO Och suheresians Date rng GAT eg Wisse aki ts 5 heures. 

teu et (eR sl tae eons HIRO MeSe sacri Nae hy Mec ne 5 heures. 

AGA Dire Cutie eae Ce oe aes eae Sioa ee Sas Dh eee 5 heures. 

18. SES aod Cents. SA ive i. Save MERC ae mere Dellres. 


Une petite quantité de bactéries nest guére plus vite tuée qu'une 
quantité. moyenne. Par contre, pour des quantités trés petites, la 
stérilisation est plus rapide, mais moins réguliére. 

Dans les suspensions denses (plus de 108 germes par centi- 
métre cube), bien que le pourcentage de germes tués au début 
soit. au moins aussi grand que pour les suspensions moyennes, la 
stérilisation totale est longue a obtenir. Nous avons souvent cons- 
taté, surtout en l’absence d’agitation, qu’au bout de quarante-huit 
heures, i] reste quelques bactéries vivantes (1 p. 200.000). La cause 
en est probablement que l’anliseptique atteint difficilement les 
bactéries qui forment un dépdt abondant au fond du tube. En agi- 
tant les suspensions, on obtient plus vite la stérilisation. 


ACTION BACTERICIDE A LA GLACIERE. 


L’action bactéricide non seulement est plus lente 4 la glaciére, 
mais elle ne progresse pas avec la méme régularité. Plusieurs sus- 
pensions contenant le méme nombre de bactéries ne présentent pas 
le méme pourcentage de bactéries détruites dans le méme temps. 
Il est impossible d’établir des courbes. Le dépdt des bactéries au 
fond du tube parait jouer un réle analogue, mais plus important a 
cause de la lenteur de l’action, et l’impossibilité d’agiter les 
suspensions. 

Dans l’ensemble l’action est trés lente au début. Au bout de 
quatre heures, la proportion de bactéries tuées est insignifiante. 
Il _y a, comme A 37°, une période latente, mais beaucoup plus 
longue. Au bout de vingt-quatre heures, les résultats sont trés 
variables. Parfois il ne reste plus de germes vivants, parfois il en 


* 


Pe 
a 
el 


ot Cae ep, 


~ 


= eieek 


SR 


- te em es ees a Pree 
Re Oe eS Oe Se en OS 


<~ 


ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Tasieau Til, — Action du thymol a la glaciére. 


BACTERIES SURVIVANTES POUR CENT 
BACTERIES AU DEPART A différents temps 


par centimétre cube 


_4 heures 7 heures 24 heures 48 heures 

RRO UR ie eagle mi 3 0, 00015 

BI 108s eM A Pacers ne 
2% Seago PST ca ae, 3 3 0 ’ 
BA SCANT ele ns ak 35 0,05 
OMT pred [ne peeeh SesPea’ (ACN 
2)4 eat PAS cette ee i 31! 0 

5 
PNSAON YW IR ee 86 39 
VS S520 oa ee 28 

BB SOLIS aaa a gee 0,7 
PWR aT Cte ners 2 100 50 0 
EM el cert leh eae ae 400 70 0 


reste 70 p. 100 sans qu'un rapport apparaisse entre le pourcen- 
tage de bactéries détruites et leur nombre initial. [1 faut remarquer 
méme que dans les premiéres vingt-quatre heures, la proportion 
des survivants est souvent plus grande avec de petites quantités 
de bactéries au départ. Mais ici encore il n’y a pas de régularité. 
Par contre, au bout de quarante-huit heures, la stérilisation esl 
compléte pour des suspensions contenant moins de 2 ~x 10° 
bacléries par cenlimétre cube. 


CoNnTROLE DE LA STERILISATION, 


La stérilité des suspensions de germes aprés l’addition du 
thymol est vérifiée chaque fois par trois épreuves différentes 
mise a l’étuve, aprés avoir enlevé le cristal de thymol, de 1 ou 
2 cm* de la suspension; étalement de quelques goulttes de la 
suspension sur une boite de Petri ou un tube de gélose inclinée ; 
ensemencement de quelques centimétres cubes de bouillon avec 
III gouttes de la suspension. Toutes les cultures sont mises & 
létuve a 37° pendant quarante-huit heures. 

Nous avons vérifié que la petite quantité de thymol restée en 
solution aprés l’enlévement du cristal ne peut pas empécher la 
muliplication de bactéries vivantes. 

Au point de vue pratique il faut retenir que la stérilisation pour 
des quantités de germes inférieures 4 107 par centimétre cube est 
compléte en cinq heures a 87° et en quarante-huit heures a la 
glaciére, Pour des quantités supérieures A 107, il faudra attendre 
un temps plus long, et ce temps est assez variable ; parfois il 
reste quelques bactéries vivantes pendant un temps trés long, 
dans ce dernier cas. 
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Les bacerionbaces: en l’absence de bactéries sensibles (8), en 
particulier dans les lysats qui ne contiennent plus que des bactéries 
résistantes, ne sont pas inactivés par le thymol, ni a 37°, ni a 4°, 
méme aprés contact prolongé. 

Une application trés intéressante de‘ce fait est la aepilication 
des lysats bactériophagiques par l’action du thymol sur les germes 
résistants qu’ils contiennent toujours. Ceux-ci sont peu nombreux 
(1.000 4 10.000 par centimétre cube) quand la lyse a été compléte. 
Si, au contraire, la culture secondaire résistante est abondante, 
i] suffit de se débarrasser de la plus grande partie des germes, par 
centrifugation, pour étre ramené au cas précédent. 

Nous avons vu que de telles quantités de germes sont tuées en 
quarante-huit heures. Pour plus de sdreté, nous laissons toujours 


le lysat trois jours a la glaciére avee le thymol, et nous avons 


vérifié de nombreuses fois, par toutes les méthodes indiquées 


ci-dessus, que les lysats étaient parfaitement stériles. Par contre, 


le titre du phage restait inchangé. 

Nous avons eu le méme succés*avec les bactériophages et les 
espéces bactériennes les plus variés : streplocoques, staphylo- 
coques, salmonelles (B. typhiques, paratyphiques, typhi mu- 
rium, etc.), S. dysentérique, E. coli, etc., et dans les milieux 
de cultures les plus divers : bouillon, eau peptonée, hydrolysat 


_ de caséine, milieux synthétiques. 


Nous utilisons couramment cette méthode pour stériliser les 
lysats utilisés pour les « typing » des bactéries, les injections 
aux animaux, les essais thérapéutiques chez homme. 

On évite ainsi les pertes en phages, constantes au cours des 
filtrations, quel que soit le filtre bactériologique employé. En 
effet, nous avons constaté que les filtrations sur bougie aménent 
une baisse de l’ordre de 85 p. 100 du titre des lysats en bouillon, 
et de 100 p. 100 des lysats en milieu synthétique. Dans ce dernier 
cas, il faut utiliser le filtre bactériologique en verre frilté, qui 
améne d’ailleurs aussi une haisse de titre. 


Ill. — Action du thymol 
sur les différents temps de la bactériophagie. 


I. — FrxaTIon DU PHAGE SUR LA BACTERIE. 


En introduisant un cristal de thymol avant le bactériophage 
dans une culture en plein développement, on peut étudier |’action 
de cet antiseptique sur la fixation du phage sur le germe. 


(3) Nous verrons plus loin qu’en présence de bactéries sensibles il 
peut y avoir une inactivation apparente des phages par fixation de 
ceux-ci sur les bactéries thymolées. 
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Les bactéries tuées par le thymol sont encore capables de fixer 
le phage, mais perdent immédiatement la propriété de se multi- 
plier. Des expériences préalables ont déterminé le temps de fixa- 
tion de C16 sur Y6R. 

On introduit des bactériophages dans 10 cm’ d’une suspension 
contenant 24 x 10° bactéries par centimétre cube (provenant d’une 
culture de cing heures).’On préléve dans des temps successifs 
III gouttes du mélange qu’on dilue 4 10—* dans de l’eau glacée, 
qu’on centrifuge. On dilue le surnageant & 10—* et on y titre le 
phage. On obtient par différence la quantité de phage ‘fixé. 

Le tableau IV montre la fixation du phage sur les bactéries 
non thymolées. Une grande partie des phages est déja fixée dans 
les deux premiéres minutes ; la fixation se compléte au cours des 
dix premiéres minutes. Ajoutons que, au bout de quinze a vingt 
minutes, quelques phages nouveaux commencent a se libérer. La 
libération est compléte au bout de trente minutes. 


TABLEAU IV. 


Exp. : Phages au départ par centimetre cube. ....... Le AOS 
Bactéries _- — — 24 & 10° 
TKMPS PHAGES FIXES POUR CENT 
SamMINUtesAis eeu el eo POTD ery ee teia le ee 83 
S MINUS oe Says I ech eee ed ee rae 83 
8 MINUtes i pele tere. Ne he-SP ayant ian tote Nae ie 96,5 
AA POOR A SRA are ee heen dn, Maes aia Amram ape > 98,3 
ATS MINnUtess. AP ars. ay eels Cie ere Rae Tae ae ee 96,5 


Les phages se fixent encore sur les bactéries alteinies par le 
thymol, mais la fixation est plus lente et elle n’est pas suivie de 
libération de phages. Quand le thymol est introduit en méme 
temps que le phage, la fixation est plus compléte que quand il 
a élé introduit une heure plus tét (tableau V). 


TABLEAU V. ; 
Exp. : Phages au départ par centimétre cube... ...... 9X 10° 
Bactéries —_— — — 90 &K 10° 
PHAGES FIXES POUR CENT 
TEMPS EE Bree Ale oar Le he 
T'émoin Thymol en méme temps Thymol 
que le phage une heure avant 
6 minutes. .... 64 67 78 
10 MInutesseeten a 70 67 73 
45. minutes veces 46 40 96,7 13 


Ici la Libération des nouveaux phages était commencée au bout 
de quinze minutes dans le témoin. 
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Il. — MutrtIpPuicaTIon DES PHAGES. 


Il résulte, de ce qui précéde, que le thymol introduit dans une 
culture de Y6R contenant des phages C16 et placée 4 37° n’inac- 
tive pas les phages mais tue les bactéries trés rapidement. Par 
ailleurs, les bactéries tuées par le thymol peuvent encore fixer 
les phages. 

Il était indiqué d’utiliser ces propriétés trés particuliéres du 
thymol pour l’étude de la multiplication des phages dans une 
culture de bactéries. 

Cette étude est surtout intéressante si le nombre de phages au 
départ est petit par rapport au nombre de bactéries et si celles-ci 
sont en pleine multiplication quand on introduit le phage. En 
effet, plus le nombre de phages approche le nombre de bactéries, 
plus vite la multiplication de celles-ci est arrétée. ’ 

Par ailleurs, des expériences de cet ordre, qui doivent étre 
répétées a des jours différents, nécessitent des précautions dans 
Yentretien du phage et de la souche microbienne, car l’un et 
Vautre pourraient subir des mutations qui modifieraient complé- 
tement leurs caractéres de croissance. Ces mutations sont parti- 
culiérement faciles a éviter pour cette souche et ce phage, qui 
sont relativemeut stables. 

_ Les expériences ont été conduites de la facon suivante : une 
série de petits ballons tous semblables, contenant 10 cm* de 
milieu, placés dans un agitateur au bain-marie a 37°, regoivent 
chacun 0,3 em* d’une culture de dix-huit heures de la souche Y6R, 
faite dans le méme milieu et, une heure plus tard, environ 
' 1.000 phages par centimétre cube provenant d’un lysat récent. 
A ce moment, en milieu synthétique, elle contient environ 30 mil- 
lions de bactéries vivantes par centimétre cube. 

Toutes les demi-heures, on préléve dans un autre ballon un 
échantillon de la culture. Dans certaines expériences, on y fait 
une numeération des germes « viables » (c’est-a-dire, dans le cas 
actuel, non encore atteints par le phage), dans d’autres un 
titrage de phages. es¢, 

Pour dénombrer les germes viables, le phage est d’abord inac- 
tivé dans l’échantillon prélevé, par addition de sérum spécifique. 
Le nombre des germes « viables » y est ensuite déterminé par la 
méthode des numérations de colonies sur gélose. Les nombres 
de phages indiqués sur les tableaux (VI et VII) sont donnés par 

la numération des plages obtenues en étalant avec une suspen- 
sion dense du germe sensible une dilution convenable de la 
culture. Ces plages correspondent aux « centres infectieux » dont 
certains sont donnés par un phage libre, d’autres par une bac- 
_térie parasitée (le phage s’y trouvant 4 un stade plus ou moins 
avancé de multiplication). Nous verrons plus loin I’importance 
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de cette distinction. Aussitot le prélévement fait, on introduit dans 
le ballon un cristal de thymol. Un des ballons de la série ne 
recoit pas de thymol et sert de témoin. Le phage y sera titré dés 
que la culture qu’il contient sera lysée, ce qui marquera la fin 
de l’expérience. 

Dés qu’une culture a recu du thymol, son opacité cesse d’aug- 
menter. Celles qui recoivent pendant la premiére heure le thymol 
eardent constamment la méme opacité. On y titre le phage a la 
fin de l’expérience. Dans celles qui ont regu le thymol plus tard, 
on observe aprés un certain temps un éclaircissement. Plusieurs 
expériences de ce type ont été faites avec des résultats toujours 
identiques. 

Les tableaux suivants rendent compte de deux d’entre elles. 
Dans l'une, chaque addition de thymol a été précédée d’une’ 
numération des germes viables (tableau VI), dans l’autre, d’un 
titrage de phages (tableau VII). 


TABLEAU VI. 

Exp. : Phages au départ par centimétre cube. ....... 1.000 
Bactéries. — — — 33 X 10° 
SL EE EE SS 

Set) _ % BACTERIES VIABLES PHAGES 
ety te rhe hate par centimétre cube} par centimetre cube TEMPS DE LYSE 

) avant thymol aprés thymol 

3Ocminwites’= <j). 2{\ s. Sah, C4108 4x 4104 Pas de lyse apparente. 
4 heure .... 40 x 108 2X 4105 Pas de lyse. 
a SO etl es 36, doe 3 74102 Lyse partielle. 
2 DeULeS:. fs Qos LOS 4X AOS 2h. 30% 
yh 80 cease 4,2 10° 5 x 109 2h. 50. 
Siheures>\ ie e. pee Ht 6 x 10° ore Abe 
3 heures 20... ALS 9 ><-410? Bl vee} ie 
Pas de Thymol LCL 0% 3h, 45 


NNR cess 


TasLeAu VII. 


Exp. : Phages au départ par centimétre cube... ..... 1.500 
Bactéries) =— — —_ 24 X 10° 
Dre 
TEMPS D' ADDITION PHAGES PHAGES 
du thymol avant thymol aprés thymol TEES OS Eres 
Oominttee sy iets. 2 1.500 60 Pas de lyse. 
50 *MOInUtesirsee. aye 5B >< 408 Soe Kode Pas de lyse. 
4 heure. ots eek od 2 Scans 1,3 xX 10* Pas de lyse. 
4 hs SQ Se ne a ties sgt Ui) on 1.0% Lyse partielle. 
2 sheures e°.ct or ete 2,6 X 40° 2,2 & 108 2. Ds 3. 
2 BBO Sie 2) Gea ae 2,0. 10" 2,6 >< 40° 2 hy 58 
OP MCULASE! PERO Ee wey 5 >< 40° §” >< 109 3 h. 2h. 
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Ces expériences montrent les faits suivants : . eyed 
1° Le thymol n’inactive pas les phages dans ces conditions. 
y Quand le thymol est ajoulé en méme temps que le phage dans 
~ la culture, on observe une diminution du nombre de phages. Elle 
doit étre attribuée surtout a une fixation des phages sur les bac- 
téries préalablement thymolées. Nous savons que des phages 
ainsi fixés peuvent étre, a la longue, inactivés. L’action de la 
température peut aussi pour une part étre responsable de cette. 
inactivation ; car le titrage a été fait a la fin de l’expérience, 
aprés un séjour de Ja culture a 37° pendant quatre heures et 
demie. 

Quand le thymol est ajouté aprés le phage, le nombre de phages 

reste a peu prés constant, aprés cette addition. Les trés légéres 
- différences avec les chiffres antérieurs a l’introduction du ye 
ne sont pas significatives. 
_ Rappelons que, 4 partir de la premiére fixation de phages qui 
a leu dans les deux a huit premiéres minutes, les phages dénom- 
brés par les titrages sont les uns libres, les autres fixés sur une 
bactérie. Leur proportion respective varie constamment, puisque 
les phages fixés se multiplient pour donner de nouveaux phages 
qui sont libérés par la bactérie et vont ensuite se fixer sur des 
bactéries viables, tant qu’il en reste. : 

Le temps nécessaire 4 la fixation d’un phage C16 libre sur 
Y6R est, nous l’avons dit, deux 4 huit minutes. Sa multiplication 
sur la bactérie dure environ vingt minutes. La probabilité pour . 
qu’il y ait plus de phages fixés que de phages libres dans les pre- 
miéres phases de la multiplication est donc grande. Mais aucune 
précision ne peut étre donnée sur ce point. I] est donc impossible 
de décider actuellement’si le thymol inactive ou non des phages 
déja fixés. De nouvelles expériences seront nécessaires. 

2° Le thymol arréte immédiatement et totalement la multipli- 
cation des phages. I] faut remarquer que les phages fixés se trou- 
vent, au moment de |’addition du thymol, a différents stades de 


cette multiplication. Non seulement le thymol arréte compléte- im 
ment cette multiplication, mais encore il ne permet jamais la A 
libération de plus d’un phage par bactérie. Et cependant, dans Lm 


nombre de cas, la bactérie en aurait spontanément libéré une 
soixantaine quelques minutes plus tard. 
Nous reviendrons plus loin sur ce point. 
3° Le thymol arréte immédiatement la multiplication des bac- is 
téries. Cette action bactériostatique a été étudiée plus haut. Nous 
n’avons pas a y revenir. 
4° Le thymol n’empéche pas la lyse des germes parasilés, et 
méme celle-ci est avancée a la suite de l’action de cet antiseptique. 
Mais seuls les germes déja parasités au moment de |’introduc- 
tion du thymol se lysent, c’est ce qui explique que la lyse ne 
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soit pas toujours apparente. En effet, si le thymo] est introduit 
dans la culture au cours de la premiére heure, on ne voit pas 
d’éclaircissement. Si c’est au bout d’une heure trente, la lyse 
porte sur un nombre de germes plus grand, et ]’éclaircissement 
de la culture est partiel. A partir de deux heures, la lyse est totale. 

C’est que, au début, il y a dans la culture trés peu de phages 
et beaucoup de germes. Le taux de multiplication des phages 
étant grand, il se trouve, comme nous le verrons, un moment oll 
la presque totalité des germes est parasilée a la fois (début de la 
deuxiéme heure). Des lors, la lyse est totale aprés l’introduction 
du thymol. 

Il existe un délai entre ]’introduction du thymol et Ja lyse. 
Quand celle-ci est inapparente ou partielle, on ne peut pas pre- 
ciser ce délai. 

Quand la lyse est totale, on peut la repérer de fagon précise : 
elle se produit dix a trente minutes aprés l’addition du thymol. 

Par ailleurs, le nombre de bactéries parasitées & un instant 
donné est au plus égal au nombre total de « centres infectieux » 
indiqué par le titrage au méme instant. : 

On voit par les tableaux que pendant la premiére heure ce 
nombre de bactéries parasitées est néglgeable par rapport au 
nombre de bactéries « viables ». 

Au bout d'une heure trente, il atteint & peu prés celui des hac- 
téries viables. Au bout de deux heures, le nombre des bactéries 
viables a beaucoup diminué, $i elles étaient seules, elles ne déter- 
mineraient pas d’opacité du milieu. La forte opacité qu’on 
observe & ce moment est entiérement due aux germes parasités. 

5° La lyse aprés Pintroduction du thymo] est plus précoce que 
la lyse spontanée. (Celle-ci se produit en trois heures trente a 
quatre heures trente). Elle est d’autant plus rapide que le thymol 
a été introduit plus tot. Elle n’est pourtant pas immédiate et Je 
temps écoulé entre Vintroduction du thymol et la lyse parait 
d’autant plus court que cette introduction a été plus tardive. Mais 
ce temps de latence n’excéde pas trente-cing minutes. Elle suit de 
prés l’action léthale du thymol sur la bactérie, qui se produit au 
bout d’un quart d’heure environ. 


Discussion de l’action du thymol sur la bactériophagie. 


Pour essayer d’expliquer ce qui se passe apres l’addition de 
thymol, nous avons repris en détails l'étude quantitative de la 
bactériophagie, en tragant pour chaque expérience trois courbes, 
que nous appellerons courbes de viabililé des bactéries, d’ opa- 
cité et de multiplication des phages. 


Les expériences ont élé faites dans les mémes conditions que 
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les précédenles (mémes ensemencements, méme nombre de 
germes et de phages au départ, etc.). 

Des courbes témoins de viabilité et d’opacité, données par une 
culture qui n’a pas recu de phages, ont été établies pour chaque 
expérience. 

On sait que, dés quune bactérie est parasitée par un phage, | 
elle devient incapable de se multiplier. Dans les cultures infec- 
tées par le phage, il y a done des bactéries dans trois états diffé- 
rents : les unes, que nous appellerons viables, ne sont pas conta- 
minées par le phage; d’autres, non viables, sont parasitées ; 
enfin il existe quelques bactéries mortes. Celles-ci sont en quan- 
lité négligeable pendant la phase de croissance logarithmique des 
bactéries. ; 

CoURBES DE VIABILITE. 


* 


Elles comportent trois parties, qui sont respectivement : ascen- 
dante, descendante et horizontale (fig. 2). 
La portion ascendante correspond a la période ot le nombre 


100 


BACTERIES EN MILLIONS PAR c73(COURGET) _ 


1 2 


3 4 3) 
TEMPS EN HEURES 


Fic. 2. — Phage C,, sur Sh. paradysenteriae Y6R. Courbe 4, viabilité des bac- 
téries; courbe 2, opacité de la culture; courbe 3, multiplication du phage. La 
courbe 3 est en coordonnées semi-logarithmiques. 


de phages, bien qu’augmentant réguli¢rement, resle encore trésy 
inférieur au nombre de germes. A la fin de cette période (corres- 
pondant au’ temps de une heure trente), moins de 1/10 des germes 
a élé parasité. La culture contient donc au moins les 9/10 des 
germes viables de la culture témoin. Une telle dilférence est dans 
les limites d’erreur des méthodes de titrage : les deux courbes 
coincident. 

La portion descendante correspond a une courte période, de 
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trente minutes environ, pendant laquelle les germes restés jusque- 
Ja indemnes sont presque tous parasités. C’est que, comme nous 
ie verrons plus loi, une libération massive de phages se fait au 
début de cette période. Ces phages libérés sont assez nombreux 
pour atteindre, en un temps trés court, les germes non encore 
parasités. A la fin de cette période, il ne reste plus que 3 p. 100 
de germes « viables », c’est-d-dire non parasités (tableau VIII). 

La portion horizontale (en réalité légérement descendante), 
correspond a une période ot le nombre de germes viables est 
tres petit. I] diminue encore, jusqu’aé un reliquat de bactéries 
résistantes (au temps de deux heures trente, il ne reste plus que 
(0,03 p. 100 de germes viables). 


TasteAu VII. — Bactéries viables (en millions par centimétre cube) 
d'une culture ayant recu du phage comparée a celles d’une cul- 
ture témoin (4). 


TEMPS AVEC PHAGES SANS PHAGES 
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CoURBES D’ OPACITE. 


Elles sont tracées avec |’électrobiophotométre de M. Faguet, 
que nous remercions ici. 

Elles comportent également trois parties qui sont respective- 
ment ascendante, descendante et horizontale,’ mais qui ne corres- 
pondent pas dans le temps avec chacune des trois parties de la 
courbe de viabilité. 

La portion ascendante. coincide presque enti¢rement avec la 
courbe d’opacilé témoin (sans bactériophage). 

Nous avons vu que, dans une premiére période, la proportion 
de germes atteints par le phage est trop faible pour modifier la 
courbe des germes viables. La méme raison joue pour la courbe 
d’opacilé, mais pendant plus longtemps, parce qu’il exisle un 
décalage entre le moment oti la bactérie est parasitée et celui ott 
elle se lyse. 


(4) La culture témoin a été ensemencée avec moins de germes que 
Vautre, mais la comparaison montre bien que le nombre de germes 
viables augmente d’abord A peu pres parallélement dans les deux 
cultures, puis diminue brusquement entre’ une heure trente et deux 
heures dans celle qui a regu du phage, alors que l’autre continue sa 


‘croissance réguliére. 
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Vers la fin de cette portion ascendante, la pente de la courbe 
diminue et elle se détache de la courbe témoin (non représentée 
sur la figure) dont la pente n’a pas changé (phase logarithmique). 
Ceci correspond a la lyse d’un certain nembre de bactéries, 

La portion descendante correspond a une lyse massive des 
bactéries, dont un petit nombre seulement s’était lysé jusqu’ici. Il 
est évident que ce sont toutes ces bactéries parasitées presque en 
_méme temps (entre une heure trente et deux heures) qui vont se 
lyser plus tard, presque en méme temps. Le parallélisme des por- 

tions descendantes des deux courbes (de viabilité et d’opacité) 
montre bien que le temps compris entre la fixation de phage sur 
. une bactérie et la lyse de celle-ci est constant dans les conditions 
de l’expérience. Ce temps est indiqué avec une approximation 

suffisante par la différence des abscisses des points des deux 
courbes ayant la méme ordonnée. 

Ce temps est de une heure a une heure trente ; deux a trois 
fois le temps de multiplication du phage. 

Le décalage entre Ja fixation massive des phages et la lyse 
massive des bactéries est donc plus grand que le temps de mulli- 
pleation de ces phages ; ce qui ne parait pas confirmer la notion 
généralement admise de la libération des phages par la lyse de 

la bactérie. Nous verrons que la courbe de multiplication des 
_ phages donne des indications concordantes. 

Au moment de la lyse massive, les germes viables se réduisent 

depuis longtemps a un petit reliquat de bactéries résistantes au 
phage. ; 


pe 
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COURBES DE MULTIPLICATION DES PHAGES. 


Le nombre de phages est donné par la méthode indiquée plus 
haut. Rappelons qu’elle indique en réalité le nombre de « centres 
infectieux », dont les uns sont des phages libres, les autres des 
bactéries parasilées. 

Tant que le nombre de bactéries dépasse de beaucoup le nombre 
de phages, on peut sans grande erreur admettre que chaque phage 
se fixe sur une bactérie différente et que chaque « centre infec- 
treux » représente soit un phage libre, soit un phage fixé en vole 
de multiplication. 

Le nombre des phages augmente beaucoup plus vite que le 
nombre des bactéries, et de fagon discontinue (comparer les 
deuxiéme et troisiéme colonnes du tableau VI). On voit qu’au 
bout d’une heure trente il y a, dans le cas considéré, encore dix 
fois plus de bactéries viables que de phages. Peu de temps aprés 
(entre une heure trente et deux heures), une brusque augmen- 
tation du nombre de: phages est survenue et il y a plus de phages 
que de bactéries viables. Dés ce moment, il v a assez de phages 
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pour se fixer rapidement sur presque tous les germes sensibles 
el cette fixation fait perdre a ces germes leur viabilité. 

Dans des conditions bien constantes (souche bactérienne et 
phage déterminés et ne subissant pas de mutations, milieu, tem- 
pérature, oxygénation, etc., définis), comme celles ott nous 
opérons, la multiplication du phage est fonction de trois données 
numériques : temps de fixation, taux et temps de multiplica- 
lion (5). Il existe des méthodes pour les déterminer expérimen- 
lalement [4, 2]. 

Elles sont sujettes a des variations individuelles, mais pour 
ine population étendue, leurs valeurs moyennes peuvent étre 
utilisées dans les caleuls comme des constantes. Ces valeurs, que 
nous avons déterminées pour: C16 sur Y6R par plusicurs expé- 
riences, sont : 

Temps de fixation, quatre minutes ; 

Taux de multiplication, soixante ; 

Temps de multiplication, vingt-cinq minutes. 

Connaissant ces données et le nombre des phages présents au 
début, on peut calculer le nombre de phages qui doivent ¢étre 
\héoriquement présents & chaque moment, tout au moins tant 
que le nombre de phages est encore nettement inférieur au nombre 
de germes viables (c’est-a-dire pendant une heure — trente) 
tableau IX]. 

En effet, on peut admettre que, dans ces conditions, chaque 
phage se fixe sur un seul germe et donne naissance 4 60 phages 
vingt-cing minutes plus tard. In tenant compte du temps moyen 
de fixation de cing minutes, le nombre des phages augmentera 
de soixante fois toutes les demi-heures pendant une heure trente. 

A ce moment le nombre de phages avoisine le nombre de germes 
viables, el une correction serait nécessaire pour calculer le point 
suivant (deux heures), car plusieurs phages peuvent se fixer sur 
ln méme germe, alors que d'autres germes peuvent ne pas étre 
atteints encore. I faut done s’altendre 4 ce moment a ce que le 
chiffre caleulé sur la base d’une augmentation de soixante fois 
toutes les demi-heures soit supérieur au chiffre observé, et e’est 
ce qu’on constate (tableau IX). 

Par la suite, le nombre de phages dépasse de beaucoup le 
nombre de germes viables et le calcul devient impossible, ear si, 
dans l’ensemble, le nombre des phages libres augmente de plus en 
plus, tandis que celui des phages fixés diminue, leur rapport a 
un instant donné est ineonnu, Or, les phages fixés se multiplient 

(5) Le taux de multiplication (burst size) est le nombre de phages 
libérés de facon explosive par un germe ayant fixé un phage. Le lemps 
de multiplication est le temps écoulé entre la fixation d’un phage sur 
un germe et la libération de phages nouveaux. 
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TaBLEAu 1X. — Nombre de phages observés et calculés 
(moyenne de deux expériences). 
TEMPS BACTERIES VIABLES PHAGES OBSERVES PHAGES CALCULES 
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encore soixante fois, alors que parmi les phages libres un trés 
pelit nombre (au plus égal au nombre de germes viables restant) 
pourra se multiplier. 

Néanmoins, on constate d’aprés le tableau IX que les chiffres 
donnés par le calcul sont en bon accord avec ]’expérience. I] faut 
remarquer cependant que l'utilisation dans les calculs des temps 
moyens de fixation et de multiplication, des taux moyens de multi- 
plication nous ont amenés & supposer en premiere approximation 
que les libérations de phages se produisaient en méme temps pour 
toutes les bactéries infectées au méme moment. En réalité, il y 
a des écarts, amenant des décalages qui s’accentuent au cours des 
réinfeclions successives. Ceci explique que Ja libération massive 
de phages qui s’inscril 4 la fin de la portion ascendante de la 
courbe s’étale sur un certain temps (trente minutes). 

Enfin, cette libération est encore suivie d'une légére augmen- 
tation tardive du nombre de phages (dans la demi-heure suivante 
au plus). Cette derniére augmentation, qui peut encore doubler 
ou tripler le nombre de phages, pourrait provenir de l’infection 
de quelques bactéries survivantes ou de la dissociation d’agglo- 
mérats de phages ( dont on connait l’existence par le microscope 
électronique). 


Quoi qu’il en soit, la comparaison des trois courbes montre que 
la lyse massive se-fait une heure 4 une heure trente aprés l’infee- 
tion massive des bactéries correspondantes, alors que la libération 
des phages est presque terminée trente minutes aprés cette 
infection massive. 

I] semble done que la libération des phages par une bactérie 
infectée précede normalement la lyse de celle-ci. Ce résultat 
éclaire d’un jour nouveau l’action du thymol sur la bactériophagie. 
Le thymol inhibe la libération des phages sans inhiber la lyse : 
il dissocie les deux phénoménes dont l’examen des courbes nous 
montre l’indépendance relative. [La lyse semble due a un systéme 
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enzymatique particulier dont Ventrée en action ne serait qu'une 
conséquence indirecte des modifications de la bactérie produite 
par le phage dans son cycle de développement. 


Nos expériences apportent quelques aulres précisions sur les 
trois temps de la bactériophagie : multiplication, libération des 
phages, lyse de la bactérie parasitée. 

Le thymol tue les germes, mais n’inactive pas les phages libres. 
On ne peut pas préciser enticrement son action sur les phages 
fixes. Il est certain que leur multiplication est arrétée comple- 
tement. Cette. multiplication, au moment de Vl introduction du 
thymol, est 4 un stade plus ou moins avancé pour chaque bactérie, 
et on aurait pu s’attendre a ce que chaque bactérie libére le nombre 
de phages déja formés au moment ot elle est tuée par le thymol. 
Le nombre total des phages dans ce cas augmenterait apres laddi- 
tion de thymol. En réalilé, aucune augmentation n’est constatée. 

Une question se pose alors : entre le moment de la fixation d’un 
phage sur une bactérie et celui de la libération des phages nou- 
veaux, le nombre de phages actifs liés A la bactérie croit-il pro- 
gressivement, ou le processus de formation des nouveaux phages 
sur une bactérie est-il achevé pour tous en méme temps au 
moment de leur libération ? Dans ce cas, tous acquéreraient A 
ce moment seulement leur individualité et leur activité. 

Les faits observés sont pluto6t en faveur de la seconde hypo- 
thése ; car si on admettait la premiére, i] faudrait que le thymol, 
qui est sans action sur les phages libres, soit capable d’inactiver 
des phages en tout semblables aux phages libres, mais encore 
fixés sur la bactérie. 

Il est vrai que les courbes (inactivation par les radiations de 
Luria et Latarjet [8, 4] semblent montrer que les phages néoformés 
acquierent assez tot une certaime individualité; mais il n’y a 
aucune raison pour que celle-ci aille de pair avec toutes les pro- 
priétés du phage entidérement développé et libre, en particulier 
avee l’activité spécifique. Les méthodes que nous avons employées 
ne permettent pas, d’ailleurs, de décider définitivement de ce 
point. 

Mais inversement, si on ne constate pas d’augmentation du 
nombre des phages, aprés l’addition de thymol, il n’y a pas non 
plus de diminution netle de ce nombre. La légere baisse de titre 
constatée n’est pas significative. 

On peut se demander si, au cas oti tous les « centres infectieux » 
constitués par une bactérie ayant fixé un phage étaient totalement 
inactivés, le titre en phages de la culture ne diminuerait pas nette- 
ment aprés addition du thymol et si, par conséquent, chacun de 
ces « centres » ne libére pas, apres l’action du thymol, un seul 
phage au lieu d’une soixantaine. 
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De nouvelles expériences, ott les proportions respectives de 
phages libres et fixées seraient déterminées, sont nécessaires pour 
essayer de répondre a cette question. 

Tout se passe comme si la fixation d’un phage sur le germe 
orientait dans un sens déterminé et dans une succession déterr minée 
deux systémes enzymatiques de la_bactérie, conditionnant le 
premier la multiplication du phage, le second la lyse de la bactérie. 
Entre les deux s’interpose le mécanisme de libération des phages. 

Le systéme enzymatique qui produit la lyse de la bactérie inter- 
vient seulement quand Ja multiplication des phages est achevée et 
un certain temps aprés la libération de ceux-ci. Il est probablement 
inhibé pendant le temps de la multiplication du phage et cette 
inhibition se prolonge quelque temps aprés. 

Le thymol parait perturber ce mécanisme de deux facons : il 
bloque le systeme qui commande la multiplication des phages ct 
il libére, dans un délai raccourci, le systéme qui commande la 
lyse. 

Les deux systemes sont done déclenchés normalement suivant 
une succession déterminée, mais ils fonctionnent probablement 
indépendamment |’un de l’autre. 

On peut d’ailleurs observer, en dehors de V intervention du 
thymol, des lyses bactériophagiques sans multiplication de phages 
mais dans des circonstances trés particuliéres ot un grand nombre 
de germes se trouvent en présence d’un nombre de phages encore 
plus grand. Delbruck leur donne le nom de lyses par le dehors, 
les opposant aux lyses normales qu’il appelle lyses par le dedans. 

Nos expériences ne paraissent pas justifier cette interprétation ; 
il nous semble plutét que toutes les lyses par le bactériophage sont 
de méme espéce, et qu’elles se produisent sous l’action d’un méme 
systéme enzymatique, déclenché par un certain état de la bactérie 
qui peut étre consécutif ou non a la multiplication des phages fixés 
sur elle. 


Conclusions. 


1° Le thymol est bactériostatique et bactéricide. I] stérilise a 37° 
une culture de Y6R contenant au plus 10’ germes par centimetre 
cube en cing heures, 98 p. 100 des bactéries étant déja tuées en une 
demi-heure. A la glaciére, une suspension de bactéries est stéri- 
lisée en trois jours. 

2° Le thymol n’inactive pas les bactériophages libres, quel que 
soit le temps de contact. I] y a la un moyen simple pour stériliser 
une préparation de phages, en particulier pour tuer les bactéries 
résistantes dans un lysat. Cette méthode remplace avantageu- 
sement la filtration, qui diminue toujours le tilre. 

3° Le thymol n’empéche pas la fixation du phage sur les 
bactéries. 
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4° Il arréte la multiplication des phages, sans les inactiver, et 
n’empéche pas la lyse des germes infectés par le phage. Cette 
dissociation parait démontrer l’indépendance de la lyse par rap- 
port a la multiplication du phage. Par ailleurs, l'étude des courbes 
normales de viabilité, d’opacité et de multiplication des phages 
est encore un argument en faveur de cette indépendance. 

5° Les phages semblent n’acquérir leur individualité compléte 
qu’au moment de leur libération de Ja bactérie. 
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Note. — Pendant l’impression de ce mémoire, nous avons eu con- 
naissance d’une publication de Cohen (S.-S.) [Bact. Rev., 1949, 43, 1] 
qui indique l’existence d’une lyse sans multiplication du phage, chez 
des bactéries dont la respiration est arrétée par addition au milieu 
de cyanure, diodacétate ou par substitution d’azote A l’oxygéne de 
ce milieu. 


OBSERVATIONS: SUR LE POUVOIR ALCOOGENE 
DES LEVURES CULTIVEES A BASSE TEMPERATURE 


par PizrrE BERAUD et Jacquguine MILLET. 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 


Les cenologues ont observé depuis longtemps que les vins 
étaient plus bouquetés et plus riches en alcool lorsqu’ils prove- 
naient de fermentations conduites a basse température. Des expé- 
riences précises ont été faites, a ce sujet, en Italie et en Espagne, 
il y a une quinzaine d’années. Casale, en Italie [1], a comparé 
deux vins préparés a partir du méme moitt, lun a 20° avec une 
levure ordinaire, l’autre 4 3° avec une levure résistant au froid. 
Dans le premier cas, la fermentation avait duré huit jours, dans 
le second un mois, mais le vin provenant de Ja deuxiéme opération 
était plus fin et plus riche en alcool. En Espagne, d’autre part, 
a la station Villafranca del Panades [2], une perte de 0 d. 65 en 
alcool a pu étre relevée au cours-d’une vinification 4 30°, la vini- 
fication témoin étant conduite 4 20°. Plus récemment, M. de Boixo, 
en France [3], a montré qu’entre 6 et 16°, le degré d’alcool par 
litre de vin pouvait étre obtenu avec 16 g. de sucre au lieu de 
17 g. pour les températures voisines de 30°. 

La perte d’alcool aux températures élevées est attribuée a 
l’évaporation et a l’entrainement par le gaz carbonique dont 
le dégagement est plus intense. I] est permis, cependant, de se 
demander si l’accroissement de température n’exerce pas, en 
outre, une action propre sur le fonctionnement de la levure. 
Delbriick a montré, en effet [4], que le pouvoir ferment de la 
levure conservée était d’autant plus faible que la température 
était plus élevée. Se basant sur des observations faites par 
Biichner et ses collaborateurs 4 propos de l’influence de la cha- 
leur sur lactivité des préparations zymasiques, il attribuait 
ce fait a la destruction du complexe zymasique par les diastases 
protéolytiques de la levure. Berthe Porchet a constaté, par ail- 
leurs [5], que des levures placées 4 — 2°, au contact de solutions 
sucrées, produisaient encore de légéres quantités d’alcool alors que 
leur multiplication était complétement arrétée. Ainsi, nous sommes 
amenés a penser qu’un froid modéré, ralentissant simplement la 
prolifération, doit augmenter le pouvoir ferment des cellules prises 
individuellement. 
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Pour élucider la question nous avons tenté plusieurs expériences 
avee 5 Saccharomyces ellipsoideus de la collection de I’ Institut 
Pasteur : la levure de distillerie J, 2 levures de champagne : Ay et 
Verzenay, une levure de Pommard et une levure algérienne (Mrira). 
Toutes ces levures provenaient, respectivement, dune cellule 
unique isolée par la méthode des gouttelettes. Pour les essais, nous 
les ensemencions dans de l’eau de touraillons glucosée 4 15 p. 100 
que nous répartissions ensuite dans des tubes a raison de 25 cm* 
par tube. Une série était placée au thermostat a 25°, lautre au 
frigidaire & 7°. Tous les tubes étaient munis d’une soupape a- 
acide sulfurique destinée a retenir les vapeurs d’alcool. Pour 
chaque levure, a des intervalles variables, nous avons dénombré 
les cellules formées et nous avons dosé par voie chimique alcool 
produit. Dans le tableau I, résumant les résultats obtenus avec 
la levure Verzenay, figurent, pour chaque détermination, l’alcool 
en milligrammes présent dans 100 cm* et le nombre de globules 
en millions par centimetre cube de culture. Le quotient du premier 
de ces chiffres par le deuxiéme mesure le pouvoir alcoogéne 
moyen de 1 million de cellules. 


TaBLEAu I. 


a SS RS SR SSE 


CULTURES A 25° CULTURES A 7° 
w S 3 ‘So 4 2 $ & 
oe ee | ee 
=sae ESSs 5 8 aid gs ESSa 2 2 
=O ss Wom Oo SaaS BO Pu op = 0 5 8 
Pee | cerca “3 8 | ergs | * 3 
22> ee 
3 3 
4,48 (4 h.) 26,5 47,9 2,16 (56 h.) 40,6 48,7 
2°40 (6h. 29.7 42°38 83 (97 h.) 94 47 
4,46 (8 b. 37,4 8,3 8,3 (424 h.)| 432 46 
45 (43h) | 449 1,9 17,6 > (74) 264 14,8 
26,2 (28h.) | 274 10,3 49,2 (40 j.) 4811 25,3 
34 (22 h.) | 378 40,9 21,6 (44). 126 33,6 
69 (39h.) | 968 13,9 27 (30 j.) | 4.166 43,4 
98,6 (60-j.) | 2.303 80,5 


(1) Entre parenthéses : l’Age des cultures. 


Re 


, > » . . ‘ . - . 2 

Bien entendu, la comparaison, sous le rapport de ce pouvoir, 
entre une levure cultivée 4 25° et la méme levure cultivée 4 7° 
> . ? d ; 
n’a de sens que si l’on se place A des stades de la culture ou, 


approximativement, le méme nombre de globules est présent dans 
lier : V5 


POUVOIR ALCOOGENE DES LEVURES — 583 


Les courbes de la figure 1 représentent, pour chacune des 
levures étudiées, les variations du pouvoir alcoogéne, en fonction 
du nombre des globules, d’une part, pour les cultures a 25°, 
d’autre part pour les cultures & 7°. On voit que le pouvoir alcoo- 
géne est toujours plus élevé a basse température. 

Dans les conditions précises oti nous nous sommes placés, les 
résultats précédents n’ont guere d’intérét au point de vue pra- 
tique. 

A 7°, en effet, la multiplication des levures normales est trop 


faible et pour cette raison la fermentation, méme aprés plusieurs — 


-mois, reste inachevée malgré le pouvoir alcoogéne élevé des 
cellules formées. Mais il est permis d’escompter un bilan final 
plus favorable si l’on effectue les essais 4 des températures inter- 
médiaires ; de 10 a 15° par exemple. A ces températures la fer- 
mentation est certes plus lente qu’a 20 ou 25°, mais si nous avons 
la patience d’attendre, nous pouvons espérer obtenir en fin de 
compte davantage d’alcool. 

L’expérience suivante montre que cette facon de voir est en 

partie justifiée : 

De l’eau de touraillons glucosée ensemencée avec les levures 
précédentes a été mise en fermentation, d’une part 4 15°, d’autre 
part a 28°. Tous les vases de culture étaient munis de soupapes 
a acide sulfurique. I] ne peut donc étre question, ici, de pertes 
alcool par évaporation. Le tableau IT résume les résultats 
obtenus pour les levures Verzenay et Mrira en fin de fermenta- 
tion, c’est-a-dire au sixiéme jour pour les cultures 4 28° et au 
qauinziéme pour celles a 15°. Les chiffres sont ramenés a 
100 cm*® de culture. 


TaBLEAu II. 
VERZENAY MRIRA 
28° 15° 280 150 
Suore initial p.400 ...... 11,120 g. | 41,120 g. | 12,320 g. | 12,320 g. 
Sucre restant en fin de fermen- 
tation p. 100... eee le 0 0 0 
Sucre consommé p. 100... 23. 44,120 g. | 41,4120 g. | 12,320 g. | 12,320 g 
Alcool produit p. 100 ..... 4,630 5,055 g.| 5,440 g.| 5,890 g. 
Rendement alcool/sucre... .| 0,416 0,454 0,444 0,478 


[SAS ST SE ECS PES ES SP SES EIT ODE BEDE IGE SEEDED DT ADE OEE NEIL PS DIRE DEE SAINI DA ALOE 


On voit que, pour une méme quantilté de sucre consommé, il y 
a davantage d’alcool formé dans les cultures maintenues a 15°. 
Ce résultat n’est cependant pas général. Nous n’avons pu déceler 
de gain d’alcool 4 15° pour la levure Pommard et pour la levure 
de distillerie J. - 
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VERZENAY 


10, 20> 30° 4.0 


Fic. 14. — Pouvoir alcoogéne moyen a différents stades de la culture. Chaque 
stade est déterminé par le nombre de globules présent dans 4 cm’, -- - - - - : 
cultures a 7°; —————.,, cultures & 25°, 
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x* 


Nous nous sommes demandé s’il ne serait pas possible d’amé- 
liorer le travail des levures a 15° en les accoutumant, au préa- 
lable, & vivre A une température plus basse. Afin d’étudier ce 
probléme nous avons cultivé pendant huit mois les levures Ay. 
Verzenay, Pommard, Mrira et J au frigidaire, A la température 
de 7°. Les repiquages étaient faits en eau de touraillons saccha- 
rosée tous les quinze jours environ. 

Apés 18 passages successifs, les levures ainsi accoutumées au 
froid ont été comparées aux levures témoins cultivées a ]’étuve 
a 25°. Les essais de comparaison ont été effectués a une tempé- 
rature variant entre 13° et 15°. Nous n’avons pu observer, dans 
ces conditions, de différences sensibles entre levures accoutumées 
au froid et levures témoins pour les races J et Pommard. Chez 
les autres races, au contraire, on note pour les levures froides 
une légére accélération de la fermentation et surtout. une meil- 
leure utilisation du sucre. 

Voici, par exemple, les résultats obtenus avec la levure de 
champagne Ay a différents’ stades de la culture. Les  chiffres 
donnés se rapportent 4 100 cm* de culture. Nous désignons sous 
le nom de « rendement » le rapport de V’alcool formé (en poids) 
au sucre consommeé. 

Deuxiéme jour : 

SUCRE 


ALCOOL Apher RENDEMENT 
Levure accoutumée.... . 0,970 g. 2,080 g. 0,466 
Levyure temoinis .-. 2. . -5'0,943' 8: 2,080 g. _ 0,454 

Sixieme jour: 

SUCRE ; 

ALCOOL A RAEI RENDEMENT 
Levure accoutumée...... 4,448. 8,55 g. 0,483 
Devureutemoime ce. tia coe) O94 Se 9,08 g. 0,434 

Dixiéme jour : 

: SUCRE ; cf 

ALCOOL hs inane RENDEMENT 
Levure accoutumée...... 6,20 g. 12,75 g¢ 0,486 
Levure témoin. 6,18 ¢ A355) S 0,456 

Quatorziéme jour : 

SUCRE besa A i 

ALCOOL anata RENDEMENT 
Levure accouturmée ..... 6,62 g. 13,78 g. 0,482 
Leyure témoin.... =... «1. 6,13, g; 13,78 g. 0,444 


<i 
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Les résultats obtenus pour les races Ay et Mrira sont analogues. 
L’augmentation du pouvoir alcoogéne chez les levures accou- 
tumées au froid subsiste pendant un certain temps lorsqu’elles 
sont cultivées de nouveau dans des conditions normales. Le 
tableau III donne, pour la température de 25°, les pouvoirs alcoo- 
génes des levures témoins et des levures accoutumées au froid 


d 


aprés deux passages de ces derniéres a 25°. 


TABLEAU Ill. — Pouvoir alcoogéne au 2° passage a 250°. (1) 
CT a i 
} 24 WKRURES 48 NWEURES 72 HEURES S yours 
ae 932° 2848 SG 1et oe 4.420 |, 
Témoin rer waa a 7 Mt: eR Le ; 317 189 
Mea 4 207 7 8 4.43 
ie iy} 2.748 3.748 eee 
Froide. Trae 10,5 31 49 —op5 = 14,7 359 7 1849 
SE | eee | ee ee 
a tds Cea 2 Sab 3.220. _ 4643) | 
Témoin. . Jn ~ 82 183 7 12:7 936 — 13,6 399 — '# | 
Pommard. 
4 1.4173 2.335 3.497 & S98. o) 8 
Froide. . . —97 = 124 —T68 = 13,9 339 = 13,9 —o1 > 45,8 
a 1.084 2 680 3.874 4.185) 
Témoin. . Fig = 83 962 = 102 319 41,8 —359 — 13,8 
Fete 945 2.799 4 043 4322 
Froide. . . 75 = 554 397 = 94 3 38 —393 — 14 
‘ : 870 2.216 3.550 4.064 
Té bitte aot = = as 
; creer ro) Oven S00 ee mange ks 
Ay. 
, tad 4.408 2.468 3.644 4.915 
Froide. . . —_ = es = 
he 132 84 Bea a eagg tee Ne corges ae 
igs ee 992 2 531, 3.962 BOTs oe 
Témoin. . —j99 = 8,4 —on7 = 122 979 = 145 998 — 1916 
Mrira. j 
rue 1.253 2.500 3.963 RA ie tet gale 
Frojde. . . —“Fo9 = 1155 —T33 — 1358 298 43,3 337 = 14:8 


(1) Quotient de l’alcool (en milligrammes) présent dans 100 cm®* par le poids sec (en milligrammes) 
de la levure formée dans 100 cm® de culture. 


On remarquera, toutefois, le comportement particulier des races 
J et Mrira qui, pendant une partie de leur développement, pré- 
sentent pour les levures froides un abaissement du pouvoir alcoo- 
géne moyen. 


a 
: 
d 
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La différence entre levures normales et levures froides s’atténue 
avec lé nombre des passages. Cependant, au cinquiéme passage, 
le phénoméne subsistait encore pour les levures Verzenay, Pom- 
mard et Ay. Il était méme encore trés net pour la levure Ay au 
dixiéme passage a 25°. 

Il s’agit la, probablement, d’un de ces cas de variations plus 
ou moins passagéres mis autrefois en évidence par Hansen ct 
dont nous possédons aujourd’hui de nombreux exemples. 

Nous n’avons pas fait létude génétique des cing races utili- 
sées au cours de notre travail. Dans les présentes expériences, 
nous sommes partis de cellules uniques, mais i] est possible que 
les races étudiées soient génétiquement impures. En ce qui con- 
cerne la persistance relative d’un pouvoir alcoogéne plus élevé, 
chez les levures froides cultivées de nouveau a température nor- 
male, l’hypothése d’une .sélection partielle par le froid ne peut 
donc étre exclue. 


RESUME. 


Cultivées a basse température (7°),;les levures se multiplient 
moins activement mais produisent davantage d’alcool. 

A des températures voisines de 15°, la multiplication n’étant 
que peu freinée et le pouvoir alcoogéne restant élevé, le rende- 
ment final en alcool est, pour plusieurs levures, plus élevé qu’a 
25°. L’amélioration de rendement observée pour les vinifications 
a basse température est donc due non seulement a la réduction 
des pertes d’alcoo] par évaporation et entrainement par le gaz 
carbonique, mais encore a |’augmentation du pouvoir alcoogéne 
des levures. ' 

L’accoutumance au froid a donné un résultat satisfaisant pour 
trois levures sur les cing étudiées. Elle se traduit par une légere 
accélération de la fermentation et par une meilleure utilisation du 
sutre. 

L’augmentation du pouvoir alcoogéne chez les levures accou- 
tumées au froid se maintient méme iaprés plusieurs repiquages 
lorsqu’elles sont cultivées de nouveau dans des conditions nor- 
males puis finit par disparaitre. 
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DEVENIR DES CENAPSES LIPOPROTEIQUES 
AU COURS DE L’HYDROLYSE ENZYMATIQUE 
DES PROTEINES DU SERUM SANGUIN 


par J. BLASS, M. MACHEBOEUF, P. SPRINGELL et F. TAYEAU. 


(Institut. Pasteur. Laboratoire de Chimie biologique.) 


L’un de nous [4] a récemment conslaté que Vhydrolyse par 
la trypsine, méme lorsqu’elle est poursuivie relativement loin, 
laisse en solution aqueuse certains des lipides du sérum. Nous 
avons repris ce travail en poussant plus loin analyse du pheé- 
nomene. 


CONDITIONS EXPERIMENTALES. 


bu sérum de cheval recueilli aseptiquement et vieux tout au 
plus de deux jours est chaulfé pendant quinze minules a 45° © 
afin dinactiver Vantitrypsine. On ajoute alors, pour 1 litre, 50 ml. 
dune solution & LO p. 100 de nitrate de calcium et 50 ml. dune 
solution de cyanure de potassium a 7,5 p. 100 (effecteurs enzy- 
matique et antiseptique). On ajuste le pll au voisinage de 8 
par une quarantaine de gouttes de NaOH N/5. Puis on ajoute 
20 grammes de poudre d’une trés bonne trypsine commerciale 
(British Drug House) que nous avions préalablement traitée par 
des épuisements au moyen d’alcool absolu et d’éther A basse 
température (lemp. <—5° C) afin d’enlever les petites quin- 
lités de lipides qu'elle contenait comme impuretés (1). On com- 
plétait le volume exactement a 1.500 ml., puis on placait dans 
un thermostat 4 37° C. L’hydrolyse des protéines était surveillée 
chaque jour par un titrage selon Scerensen, pratiqué sur un 
échantillon de 1 ml. de liquide (clarifié par centrifugation). 
L’hydrolyse atteignait sa limite vers le neuviéme jour, Le titrage 
donnait alors 7,56 @. d’azole aminé par litre de sérum (dont 1 @. 
est a létat de NH;, méthode de dosage de Raynaud et Gros [2)). 
Mais un échantillon témoin de sérum sans trypsine donne alors 


(1) Certaines préparations commerciales de irypsine contiennent des 
lipides en abondance (jusqu’a 17 p. 100). Les épuisements par laleool et 


l’éther & froid les enlévent bien sans modifier lactivité protéolytique de 
lenzyme. ; 
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0,6 et, d’autre part, un autre témoin constitué par la méme quan- 
uté de trypsine, conservé dans de Peau au méme pH, a la méme 
température, en présence des mémes quantités de nitrate et de 
cyanure, donne 0,76. La quantité d’azote aminé lbérée par 
Vhydrolyse trypsique du sérum est donc 5,2 g. par litre de sérum. 
Sachant que l’hydrolyse trypsique laisse intacts certains poly- 
peptides, nous pouvons conclure que lhydrolyse trypsique fut 
bien effectuée. 

Pour vérifier, nous avons dosé: 1° L’azote précipitable par 
Vacide trichloracétique : 2,4 g. par litre et, 2° azote précipitable 
par Vacide phosphotungstique en présence d’acide sulfurique N/5 : 
5,0 g. par litre (témoins déduits). Le sérum témoin sans trypsine 
contenait 11,25 g. par litre d’azote précipitable par l’acide phos- 
photungstique et cet azote était enticrement précipitable par 
‘Vacide trichloracétique. 

En somme, l’hydrolyse trypsique dans les conditions ott nous 
nous sommes placés a bien touché trés profondément les protéines 
du sérum ; elle n’en a laissé qu’un cinquiéme environ sous forme 
précipitable par lacide trichloracétique. En essayant de pro- 
longer plus longtemps lVhydrolyse, les résultats restérent prati- 
quement les mémes. 

Le mélange, 4 ja fin de Vhydrolyse, contient un précipité assez 
abondant (le témoin « trypsine sans sérum » en contient a peu 
prés autant, car notre trypsine n’élait pas enti¢rement soluble). 
Ce précipité fut séparé par centrifugation et analysé. On y 
rechercha les lipides: 1° le précipité fut agité avec de |’éther 


qui a dissous d’assez abondantes substances: 0,6 g. par litre , 


de sérum ; 2° le précipité déja trailé par |’éther fut épuisé par de 
Valcool bouillant, puis par de 1|’éther (dans un appareil de 
Kumagawa). On obtint ainsi encore 1,4 g. par litre de sérum. 

Les témoins « trypsine sans sérum » et « sérum sans trypsine » 
donnaient tous des résultats pratiquement nuls dans ces condi- 
tions. On peut done affirmer que l’analyse trypsique a fait pré- 
cipiter des lipides. Mais une partie seulement de ces lipides est 
directement soluble dans l’éther, tandis que plus des 2/3 ne 
peuvent ¢étre extraits du précipité que par des épuisements a 
chaud au moyen d’alcool, puis d’éther. Une grande partie des 
lipides précipités doit donc encore étre liée a des protéines ou 
a des produits d’hydrolyse partielle de protéines. L’hydrolyse 
trypsique ne libére qu’une trés faible proportion des _ lipides 
totaux du sérum, car |’éther agité avec le sérum hydrolysé el 
avec le précipité correspondant ne dissout au total que 0,66 ¢. 
de lipides pour 1 litre de sérum qui contenait 4,1 g. de lipides 
totaux. L’hydrolvse trypsique libére donc tout au plus un septiéme 
des lipides du sérum. Notons en outre qu'une hydrolyse de 
certains lipides évolue strement dans les conditions o nous nous 
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sommes placés, car, parmi les lipides retrouves dans le précipile 
que n’avait pas dissous l’éther, on trouve de petites quantités de 
savons dont les acides gras passent dans l’éther si l'on aciditic 
(0,3 g. par litre environ) et l'on en trouve aussi dans le liquide 
surnageant (0,7 g. par litre). La quantité de savons ainsi formée 
est en tout cas inférieure a ce qu'il faudrait pour expliquer la 
proportion des lipides qui restent en solution dans le, liquide 
aqueux aprés hydrolyse trypsique (2 g. par litre). Ce probleme 
fut étudié séparément sur le méme sérum : avant l’hydrolyse, la 
quantité totale de savons fut, tout au plus, égale a 0,2 g. par litre. 
Aprés l’hydrolyse, les savons étaient nettement plus abondants : 
environ 1,0 g. (somme des savons du précipité et de la solution). ~ 

Or, les lipides totaux dans ce sérum représentaient 4,1 g. La 
proportion hydrolysée a l'état d’acides gras est done faible. A - 
quel état sont les lipides qui restent en solution dans l’eau lorsque 
Vhydrolyse trypsique a évolué jusqu’é sa limite ? C’est ce pro- 
bléme qui fut le principal objet de nos recherches. 

Le liquide provenant de l’hydrolyse trypsique, débarrassé du pré- 
cipité fut additionné de sulfate d’ammonium en poudre jusqu’a 
saturation a la température ordinaire. Ceci fit apparaitre un 
précipité assez peu abondant qui fut recueilli, puis épuisé par de 
alcool bouillant et par de l’éther pour en extraire les lipides. 
On trouva 1,3 g. par litre (y compris 0,15 d’acides gras a | état 
de savons). Dans le sérum témoin non soumis a l’action de la tryp- 
sine, le sulfate d’ammonium précipite dans ces conditions 4,2 g. 
de lipides par litre. La différence est considérable. Si lon se 
rappelle que le précipité obtenu pendant la digestion trypsique 
contenait 2 g. de lipides, il doit rester des lipides dans la solution 
aqueuse, saturée en sulfate d’ammonium. Ce liquide fut concentré 
par distillation sous vide en évitant soigneusement toute élévation 
de la température au dela de 45° C. On obtint ainsi une pate 
cristalline de sulfate d’ammonium qui fut épuisée par de V’alcool 
bouillant, puis par de l’éther chaud (2). Les solutions aleooliques 
et éthérées furent évaporées sous vide et le résidu fut desséché 
dans un dessiccateur a vide en présence d’anhydride phosphorique. 
Le résidu sec fut repris : 1° par du chloroforme, et la solution 
chloroformique fut filtrée, puis évaporée, son résidu fut pesé ; 
2° par de l’éther en présence d’eau acidulée, qui dissolvait encore 


quelques acides gras de savons que le chloroforme n’avait pas 
dissous. 


(2) Pour éviter tout apport de lipides étrangers au sérum, le sulfate 
d’ammonium était convenablement purifié et tous les appareils ainsi 
que les cartouches en carton des extracteurs Kumagawa étaient soioneu- 
sement délipidés, avant usage, par des lavages au moyen d’alcool Boul 
lant puis d’éther. . 
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Dans le sérum étudié ici, la masse des substances solubles 
dans le chloroforme ainsi retrouvée dans la solution aqueuse 
saturée en sulfate d’ammonium fut 0,47 g. par litre de sérum. 
Chiffre assez faible, mais correspondant cependant a 11,2 p. 100 
des lipides totaux du sérum, ce qui est trés notable. Le méme 
sérum, sans action de la trypsine, traité dans les mémes condi- 
tions, ne donnait que 0,14 g. par litre. 

Notons que l’un de nous (Tayeau [8]) avait cru que la quantité 
de lipides restant dans l’eau aprés analyse trypsique et aprés 
précipitation par le sulfate d’ammonium était plus élevée, mais 
ses chiffres étaient simplement obtenus par différence, en négli- 
geant les lipides précipités pendant Vhydrolyse trypsique. Dans 
le présent travail, nous avons, au contraire, étudié directement les 
lipides restés en solution, en les extrayant malgré les difficultés 


- oceasionnées par les quantités importantes d’eau et de sels avec 


lesquels ils se trouvaient. 

Notons dés maintenant que |’extrait chloroformique ainsi pesé 
n’est pas constitué seulement par des lipides. Des substances non 
lipidiques et trés riches en azote passent également en solution 
dans le chloroforme. Il est facile de les éliminer en reprenant 
le mélange par un peu d’éther et un peu d'eau. On agite avec 
ces deux phases liquides non miscibles, puis on laisse décanter. 
L’eau retient les substances azotées et |’éther s’empare des lipides 
dont le poids est seulement de 0,090. I] s’agit bien alors de lipides 
vrais, car leur teneur en acides gras déterminée aprés saponifi- 
cation est normale. 

En plus de ces lipides qu’avait dissous le chloroforme, on 
retrouve de petites quantités de savons en reprenant par de l’eau 
acidulée et de |’éther la partie insoluble dans le chloroforme 
(0,07 g. de savons par litre de sérum). 

En somme, Vhydrolyse trypsique des protéines du sérum, dans 
les conditions ot nous avons opéré, donne pour les lipides des 
résultats trés compliqués : 

1° Des lipides précipitent et deviennent directement extrac- 
tibles par ]’éther. Ces lipides représentent seulement 14,6 p. 100 
des lipides totaux, soit 0,6 g. par litre. 

2° Des lipides précipitent, mais ne sont pas directement 
solubles dans |’éther ou le chloroforme. (Pour rendre ces lipides 
solubles dans 1’éther, il faut dénaturer les protéines du précipité 
par de l’alcoo] bouillant) 1,1 g. par litre (26 p. 100). 

3° De petites quantités de savons précipitent également 0,3 g. 
par litre (8 p. 100). 

4° Des savons restent en solution: 0,72 g. par litre, soit 
17 p. 100. | 

5° Des lipides restent en solution, mais précipitent avec des 
protides lorsque l’on sature en sulfate d’ammonium : 1,3 g. par 
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litre, soit 31,7 p. 100 (y compris de trés minimes quantités de 
savons). 

6° Des lipides restent en solution aqueuse méme apres satu- 
ration du liquide par du sulfate d’ammonium. 

a) Parmi ces lipides, une infime proportion seulement, 0,03 ¢. 
par litre (soit 0,7 p. 100 de lipides totaux du sérum) passe dans 
l’éther si l’on agite la solution avec ce solvant. 

b) Tout le reste des lipides reste dans la phase aqueuse saturce 
en sulfate d’ammonium et ne passe pas dans |’éther : 0,09 g. par 
litre, soit 2,1 p. 100 des lipides totaux du sérum. 

La solubilité si anormale de ces substances dans l’eau nest 
pas explicable par l’existence d’une proportion élevée de savons, 
car on ne retrouve dans ces lipides qu’un tiers environ de savons. 

Ces lipides sont d’ailleurs trés particuliers. Ils sont parfaite- 
ment solubles dans le chloroforme, mais ne se dissolvent pas dans 
l’éther de pétrole. 

Il ne s’agit pas d’un dérivé de cholestérol, car le dosage du 
cholestérol par la méthode de Machebceuf et Delsal [4] ne révele 
qu’une proportion infime de ce corps: 0,5 p. 100. 

I] ne s’agit pas non plus d’acides phosphatidiques ou de phos- 
phoaminolipides, car la recherche du phosphore est rigoureuse- 
ment négative. Le cholestérol, les stérides et les phospholipides 
se retrouvent donc entiérement dans les autres fractions et ce sont 
des substances lipoidiques trés particuliéres qui restent ainsi en 
solution aqueuse aprés "hydrolyse trypsique et aprés précipitation 
par le sulfate d’ammonium 4 saturation. 

Rappelons que la fraction lipidique si curieuse que nous obtenons 
ainsi & partir de Ja solution aqueuse saturée en sulfate d’ammo- 
nium est accompagnée dans |’extrait chloroformique brut par 
d’abondantes substances non lipidiques. 

Pour le sérum correspondant a Vexpérience décrite ci-dessus 
notre extrait chloroformique brut donnait seulement par hydrolyse 
11 p. 100 d’acides gras; la masse des substances qui passérent 
dans |’éther lors de la reprise par l’éther et eau correspondait 
& 16 p. 100 de l’ensemble, tandis que eau s’emparait de 84 p. 100. 
Nous pouvons done conclure que notre extrait chloroformique 
était en majeure partie constitué par des substances hydrosolubles 
non lipidiques azotées, mais que les acides gras étaient A lV état 
de lipides typiques parfaitement solubles dans l’éther en pre- 
sence d’eau. 

Une question se pose ici: quelles sont les substances azotées 
qui accompagnent les lipides dans le chloroforme ? Notons 
d’abord que l’azote n’est pas simplement ammoniacal, car un 
dosage de NH, effectué selon la technique de Raynaud et Gros [2] 
montre que la proportion d’azote sous forme ammoniacale est 
tout au plus de un huitiéme de l’azote total. Le reste de l’azote 
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n’est cependant pas précipitable par l’acide phosphotungstique 
en présence d’acide sulfurique N/5 (précipité infime négligeable 
dans Vhydrolysat chlorhydrique de notre fraction). D’autre part, - 
V’azote n’appartient ni a un peptide, ni 4 un o@ aminoacide connu, 
ear la réaction a la minhydrine (directement ou aprés hydrolyse) 
est enti¢rement négative dans les conditions ot elle donne une 
intense teinte bleu-violet avec des solutions d’aminoacides dont la 
teneur en azote est identique. La chromatographie de partage 
selon Consden, Gordon et Martin [5] ne donne d’ailleurs pas la 
moindre tache pouvant correspondre a un aminoacide. L’azole 
n’appartient pas non plus a une osamine, car la recherche des 
oses et des osamines dans les produits d’hydrolyse fut négative. 
Nous ne disposions pas de masses suffisantes de matiére pour 
pouvoir poursuivre plus loin l’étude de ces impuretés azotées qui 
passent avec nos lipides dans le chloroforme et que l’on en 
sépare par partage entre |’eau et |’éther. Ce probléme est d’ail- 
leurs trés secondaire pour ce qui nous intéresse ici. Concluons 
done simplement ainsi : 

‘Lorsqu’on soumet un sérum Aa l’hydrolyse trypsique, puis que 
Von précipite par le sulfate d’ammonium a saturation les quel- 
ques protéines qui ont résisté a hydrolyse, il reste en solution 
aqueuse salée quelques lipides que l’éther ne peut pas extraire 
directement de la phase aqueuse. Pour déceler ces lipides, il faut 
évaporer la solution aqueuse et traiter le résidu par de l’alcool 
chaud, puis évaporer les solutions alcooliques et reprendre leur 
résidu par du chloroforme. Mais ce solvant ne dissout pas que 
des lipides ; il entraine avec eux des substances azotées qui ne 
sont pas des sels ammoniacaux ni des aminoacides, ni des pep- 
tides, ni des glucides azotés. On peut éliminer facilement ces 
impuretés azotées par partage entre de |’éther et de l’eau. L’éther 
dissout alors trés bien les lipides qu’il ne dissolvait pas avant 
le traitement par l’alcool chaud. Les lipides finalement obtenus 
ont bien un aspect typique et ils donnent bien en abondance des 
acides gras lorsqu’on les hydrolyse ; mais ils ne contiennent ni 
cholestérol, ni phospholipides. 

Or. l’agitation avec de |’éther de la phase aqueuse saturée de sul- 
fate d’ammonium n’avait pas fait passer ces lipides dans l’cau. II 
faut done admettre que les traitements par |’alcool qui nous ont per- 
mis d’extraire la fraction de sa solution aqueuse sulfatée ont trans- 
formé ces lipides en les rendant éthérosolubles et insolubles dans 
eau. Aprés ces traitements, les lipides .ont des caractcres de 
solubilité normaux qu’ils n’avaient pas auparavant. Lorsque l’on 
- extrait les lipides du sérum par des épuisements au moyen 
d’alcool dans un appareil de Kumagawa, on doit de méme libérer 
les lipides qui nous intéressent des atlaches avec d'autres 
substances qui les maintenaient a |’état dissous en phase aqueuse. 
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Ces résultats préliminaires sont a rapprocher de faits décou- 
verts récemment (Blass, Machebeeuf et Springell [4)) : le sérum 
de cheval normal, sans intervention de la trypsine, contient, lui 
aussi, de petites quantités de substances lipoidiques qui ne préci- 
pitent pas avec les protéines lorsque lon sature le sérum = par du 
sulfate d’ammonium, Dans le sérum qui nous servit pour les essais 
rapportés aujourd’hui, nous en avons retrouvé 85 mg. par litre, 
tandis qu’aprés hydrolyse trypsique, nous en trouvons 90 mg. 
Peut-étre le fait d’avoir détruit par hydrolyse la majeure parle 
des protéines évite l’entrainement dans le précipité par le sulfate 
d’une partie des substances qui nous, intéressent. Dans ce cas, 
la quantité de ces curieuses substances lipoidiques hydrosolubles 
serait donc plus grande encore que le fait apparaitre I’étude du 
sérum non soumis a l’action de la trypsine. 


Tout ce que nous venons de dire fut vérifié sur trois autres 
sérums de chevaux avec des résultats concordants. Nous nous 
contentons done de donner ci-contre les résultats analytiques pour 
un seul sérum. i 

Notons enfin que les chiffres du tableau furent tous obtenus 
en pesant simplement les extraits chloroformiques. Or, un travail 
‘trés récent de notre laboratoire (Berger [6]) prouve que ce sol- 
vant ne dissout pas uniquement les lipides et qu’il conduit, par 
conséquent, 4 des erreurs par excés non négligeables. Ceci ne 
trouble en tout cas pas nos dosages de savons ni les dosages de 
cholestérol que nous avons effectués sur toutes les fractions. 

D’autre part, ce méme travail de Berger prouve que ]’extraction 
des lipides par l’alcool bouillant et l’éther chaud est bien quan- 
titatif pour le sérum initial, mais ne l’est plus tout a fait pour 
les sérums soumis a certaines manipulations telles que le frac- 
tionnement par les sels et la dialyse. Ceci explique, par exemple, 
que le sérum initial nous ait fourni un extrait lipoidique de 5,7 e. 
par litre, alors que la somme des diverses fractions chlorofor- 
miques obtenues est seulement 4,1. Le simple vieillissement du 
sérum a l’étuve 4 37° C dans nos essais témoins conduit exacte- 
ment au méme résultat, 4,2 g. par litre. Le sérum, en vieillis- 
sant, voil certains de ses lipides devenir inextractibles et rester 
dans les coagulums protéiques malgré les épuisements par |’alcool 
chaud et l’éther. Nous avons tenu compte de cette erreur syslé- 
matique en calewant pour chaque fraction le pourcentage par 
rapport aux lipides retrouvés dans le témoin apres vieillissement 
(le simple vieillissement et hydrolyse trypsique sont deux phe- 
nomenes trés différents, mais ils conduisent 4 une perte identique 
de lipides lorsqu’on utilise pour le dosage l’extraction par l’alcoo] 
chaud et l’éther chaud). 


Notons que, dans nos essais, nous avons utilisé une préparation 
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industrielle de trypsine, et non de la trypsine cristallisée haute- 

ment purifiée. Nous avons donc, dans nos solutions, quelques 
aulres enzymes a l'état d’impuretés. C’est peut-étre a ce fait que 
nous devons la disparition d’une proportion assez notable des 
phospholipides pendant hydrolyse trypsique. Exemple : le sérum 
témoin conservé simplement a 37° C en présence de cyanure et 
de nitrate, mais sans trypsine, donnait A l’analyse 75 mg. de phos- 
phore lipidique par litre, tandis que le méme sérum, aprés protéo- 
lyse, n’en contenait plus que 30 mg. La différence est tres notable 
(le méme sérum, frais, donnait 80 mg. par litre, donc le séjour 
du témoin a l’étuve n’avait pas modifié profondément les phospho- 
lipides. La lécithinase du sérum était trés peu active dans les 
conditions de nos expérierces, mais une lécithinase un peu plus 
active ‘existait dans la trypsine commerciale utilisée). 
Dans le tableau ci-contre, Tes résultats sont exprimés en 


Extraits chloroformiques en grammes par litre du sérum N° IX, 


SERUM FRAI{S $e 
SERUM FRAIS conservé baie my 
: = sans trypsine proteolys¢ 
Extrait total selon Shimidzu-Kuma- 

OWA ule AS iene Biers Dice 4,2 4d 
Savons contenus dans cet extrait. 0,2 0,4 4,0 
Précipité pendant la protéolyse ou 

pendant le vieillissement du témoin|. 

ria ra ae Bet 0 0,05 2,0 
Savons contenns dans le ‘précipité . a 0 0 0,3 
Substances directement extractibles 

par agitation avec éther. ... . 0,045 0,66 
En solution mais précipitant par. le 

sulfate d’ammonium @ saturation . Shas Wes 
Resté en solution malgré saturation 

par sulfate dammonium. . . 0,14 0,47 
Contréle : ensemble acide gras + insa- 

ponifiable retrouvé aprés hydrolyse 

alcaline des protéines ....... 3,6 $1.6 
Cholestérol total. . . . 4,45 1,06 
Cholestérol extractible directement par 

thier: Mata seecciie ths becre wasn s .|Moins de 0,04 0,20 
Cholestérol restant en solution apres 

précipitation par sulfate d’ammonium, 0,004 0,002 


RR ST 


pas rigoureusement 4 des lipides, mais simplement a ce que 
le chloroforme dissolvait. Or, on sait que ce solvant dissout 
quelques impuretés non lipidiques [6]. Ceci est surtout important 
pour la fraction des lipides restée en solution aprés saturation par 
le sulfate d’ammonium. Dans ce cas, en effet, pour le sérum 
soumis a la protéolyse, le chiffre indiqué dans le tableau est 0,47 


grammes par litre de sérum. Les chiffres ne correspondent ' 


aN 
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or les lipides vrais représentent seulement 0,090.. La différence 
est due a des substances azotées non lipidiques solubles dans le 
chloroforme (voir texte ci-dessus page 591). Dans toutes les 
autres fractions, erreur due aux substances non lipidiques dis- 
soutes par le chloroforme est faible, car Vanalyse des fractions 
donne toujours de 50 & 66 p. 100 d’acides gras et de 16 430 p. 100 
de cholestérol. 
RiisuMe. 


La proléolyse trypsique du sérum (par une trypsine commerciale) 
modifie I’état des lipides du sérum sanguin. Une partie des lipides 
précipite avec quelques protéines. Mais une autre partie reste en 
solution. Si l’on sature le liquide par du sulfate d’ammonium, on 
précipile quelques protéines qui ont résisté a hydrolyse, Ces 
protéines sont accompagnées par quelques lipides. Mais il reste 
encore des lipides en solution aqueuse bien que la proportion de 
protéines encore présentes soit infime. Ces lipides hydro-solubles 
indépendants des protéines sont peu abondants, mais non négli- 
geables (90 mg. environ par litre de sérum). Ce ne sont pas des 
savons. L’agitation avec de l’éther de la solution aqueuse salée 
he permet pas d’extraire ces lipides dont la stabilité en phase 
aqueuse est remarquable. Pour déceler ces lipides, il faut éva- 
porer la solution aqueuse et épuiser le résidu par de l’alcool bouil- 
lant. Les lipides ainsi obtenus sont alors parfaitement solubles 
dans l’éther, méme en présence d'une phase aqueuse. On doit donc 
conclure qu'il existe dans les produits d’hydrolyse trypsique du 
sérum de petites quantités de lipides solubles dans l’eau, méme 
en présence de sulfate d’ammonium saturé et d’éther, alors que 
la solution ne contient pas de protéines vraies en quantités rela- 
livement notables. 
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ETUDE DU MODE DE MULTIPLICATION 
DU BACILLE TUBERCULEUX AVIAIRE 
(MYCOBACTERIUM AVIUM) 

DANS LE MILIEU DE CULTURE DE DUBOS 


(DEUXIEME PARTIE) 


COURBES DE CROISSANCE 


par M™ S. IMELIK et J. BRETEY (*). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la Tuberculose.) 


Les nouveaux milieux mis au point par Dubos [4], en parti- 
culier celui contenant |’agent mouillant « Tween 80 », permettent 
aux Mycobactéries de pousser sous une forme plus ou moins 
homogéne. Cette forme de croissance nous donne la_ possibilité 
d’appliquer, mais avec certaines réserves, les méthodes bactério- 
logiques classiques a |’étude de la croissance des bacilles tuber- 
culeux. Nous apportons ici les observations que nous avons faites 
avec le bacille aviaire. 

La souche utilisée est le bacille aviaire Nr. 80, virulente pour 
la poule et le lapin, de la collection du lJaboratoire de Ja tuber- 
culose a |’Institut Pasteur. 

L’ensemencement des tubes d’expérience était pratiqué a partir 
de la culture sur milieu a l’ceuf (Lowenstein), Agée de quinze 
jours. 

Nous avons étudié le développement des bacilles aviaires en 
fonction : ; 

A. De la masse totale bactérienne mesurée par la méthode 
néphélométrique. 

B. Du nombre total des germes présents. 


A. — La méthode néphélométrique est trés souvent préférée aux 
autres méthodes pour suivre |’évolution de la croissance d’une 
culture & cause de sa facilité et parce qu’elle comporte moins 
d’erreurs que la numération directe (pour la discussion voir 
Monod [2)). 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1949. 
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Quoique la méthode néphélométrique puisse remplacer dans 
beaucoup de cas la numération directe, il y a lieu de ne l’appliquer 
qu’avee une certaine réserve. Nous savons que la néphélométrie 
donne la densité optique d’un milieu, densité qui est fonction du 
nombre et de la taille des particules en suspension. Aussi, pour 
que la méthode soit applicable a la détermination du nombre des 
microbes, faut-il que la taille de ceux-ci reste constante pendant 
la durée d’expérience. Cette condition est remplie pour la plupart 
des micro-organismes A croissance et & multiplication rapides, 
bien que les expériences de Hershey [8] faites avec Escherichia 
coli aient révélé des différences appréciables dans certaines condi- 
tions. Mais l’importance de cet écart peut étre beaucoup plus, 
sensible avec des bactéries ayant une croissance assez lente. C’esl| 
le cas, en particulier, pour les Mycobactéries. En outre, nous 
avons montré dans un travail précédent que la taille de celles-ci 
ainsi que la constitution des agglomérats bacillaires qui se for- 
ment dans le milieu de Dubos pendant la croissance subissent 
d’importantes variations. Nous allons voir, en effet, plus bas, que 
les courbes de densité optique ne permettent pas d’évaluer avec 
une bonne approximation le nombre des microbes. Pourtant, les 
courbes néphélométriques seront trés utiles pour mettre en évi- 
dence cerlains caractéres de la croissance du bacille aviaire. 

Nous avons fait nos mesures avec un appareil de Meunier, en 
employant la cuvette de 10 mm. d’épaisseur et l’écran 74. 


B. — Num&ration pes cermes. — I] existe différentes facons 
d’apprécier le nombre des germes contenus dans des suspensions. 
Les méthodes les plus couramment employées se raménent a deux 
principales ’ 

a) Numération des bacilles vivants par numération des cultures ; 

b) Numération directe a la cellule de tous les éléments, qu’ils 
soient vivants ou morts. 

La premiére de ces méthodes n’est pas toujours suffisante pour 
l'étude de la croissance des cullures bactériennes. Néanmoins, 
son emploi donne des approximations satisfaisantes, & condition 
que la suspension bactérienne soit homogéne et que les milieux 
de culture soient excellents, facteurs indispensables pour obtenir 
la multiplication des germes individuellement. Nous avons utilisé 
des milieux de Lowenstein fraichement préparés. 

Dans un travail précédent, nous avons constaté que la crois- 
sance du bacille aviaire dans le milieu de Dubos s’effectue suivant 
un mode particulier, en amas, qui ne permet pas d’obtenir des 
cullures bacillaires en suspension réellement homogénes. Nos 
observations ont montré que, en période de croissance, la plupart 
des bacilles sont groupés en amas d’inégale grandeur, contenant 
des nombres trés variés de germes qui ne sont pas, du reste, au 
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méme stade de croissance, nombre d’ailleurs plus élevé en période 
de multiplication active et au contraire nettement réduit: pendant 
la phase que nous avons appelée de maturation. 

Pour cette raison, la numération des germes vivants uniquement 
par culture sur milieux solides ne peut pas servir pour |’évaluation 
précise de l’accroissement du bacille aviaire. Mais, la numération 
des amas permet cependant d’évaluer le nombre total de germes. 


NUMERATION PAR CULTURE. — 1° La méthode de Me Grady nous 
a servi 4 déterminer le nombre des amas (1) bactériens. Les sus- 
pensions sont faites directement a partir de la culture aprés agi- 
tation des tubes. Les ensemencements ont été faits A partir de 
dilutions progressives sur milieu de Lowenstein en employant 
4 tubes pour chaque dilution. La numération et Je calcul du 
nombre probable de germes ont été faits selon la technique habi- 
tuelle, et avec les tables connues. 

2° La détermination de répartition des germes dans les amas a 
été effectuée en étalant en couche aussi mince que possible I goutte 


Tasieau I. 
TEMPS ee REPARTITION DES GERMES haere 
: mera dans les amas de germes 
en heures suspension (numération directe) calenlé 
Ensemencement : 10-3 mg. par tube : ° 
24 2X 10? 4— 98 p. 100; 2—2 p. 100. 2A 
48 | 3,5 X107| 441 p. 100; 2—2 p. 100; 497 p. 100. | 1,4 < 10° 
72 .| 2,5 X 108 A peAO0 2 aie AU 20 ps 1005 4,7 10° 
. 8 — 77 p. 100. 
OG 6X 108 |4—4 p. 100; 2—16 p. 100; 4— 40 p. 100;} 3,1 x 10° 
8 — 40 p. 100. 

42.0). 2,5 & 10° |1 — 25 p. 100; 2— 70 p. 100; 4—5 p. 100.] 4,6 X 10° 
196 6 & 10° 4—90 p. 100; 2—10 p. 100. 6 ,6 x 10° 
Ensemencement : 10-7 mg. par tube : 

Mae. 2 | 6 XK 108 2—12 p. 100; 4—88 p. 100. 2,3 107 
468 . . .| 3,5 107 | 2—2 p. 100; 4—4 p. 100; 8 — 38 p. 100; | 4,2 X 108 

16 — 54 p. 100. 
492...) 3,5 108 |2—2p. 100; 4—48 p. 100; 8 —40 p. 100;}) 2,3 XK 10° 
; 16 — 10 p. 100. 
OA Genoa 6 xX 16° |4 —2 p. 100; 2—10 p 100; 4—60 p. 100;] 3,3 x 10° 
; 8 — 20 p. 100; 146—8 p. 100. = 
240 . . .| 3,5 10°} 1—8 p. 100; 2—88 p. 100; 4—4 p. 100. | 7,0 x 10° 
26ie entre 65510? 14— 86 p. 100; 2— 144 p. 4100. 659 SGuli0? 


A Ss 


(1) Il est bien entendu que dans ce qui suit nous entendons par ce 
mot, utilisé sans doute improprement, non seulement les amas de deux 
ou plusieurs bacilles, mais également les bacilles isolés. 
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de la suspension de la culture non diluée. Sur la préparation nous 
avons compté le nombre des germes dans chaque amas et établi 
le pourcentage..Nous avons ainsi pu dresser le tableau I ci-dessous 
donnant la répartition des bacilles et qui nous permet de calculer 
le nombre total de germes présents dans la suspension d’aprés 
léquation ci-dessous 


& ee me 
n (ap X a+ ap XF-. JEN 


m==nombre d’amas dans la suspension; a, )=wrépartitions des germes dans 
les amas; 2, y=nombre d’amas contenant le méme nombre de germes ; 
N= nombre total des germes dans la suspension. 


Exprriences. — Le tableau II et la figure 1 se rapportent a la 
croissance du bacille aviaire en milieu de Dubos. Dans la figure 


TABLeEAu II, 
THE ORTANGE TAUX DE DIVISION TAUX D ACCROISSEMENT 
RY en fonction K (1) en fonction K (4) 
oncamenoement du nombre total de la masse totale 
de germes des germes 
“KE rYas) hae, ac 8h 28 2,0 40 h. 24. 0,416 
We ATTN cei ole 5 h. 42 2,8 30 heures. 0,5 


(1) K a été calculé d'aprés l'équation de croissance n = nyekt. 


tyes eae 
vA ye? 
10 aC SS eee 
doe: IO ek eal es boa Oe eres =e oe 
SH 9 ait f eG ones 
is} 7 va 
Gi Se oS ot VA 


Gt Bx A, Bo 


(eet | ARE =e 
Wwih2 } FS 4 BAS eae, 


all 1 Lee Ease eel bees Cee x 

F158. 9 VOT 12. SMS aaa Se oma OURS 

Fic. 4. — A, nombre total des germes (numération) ensemencement 10 —3 mg. } 
Ay, nombre total des germes (numération) ensemencement 10 —7 Migs abn 


masse totale des germes (photométre) ensemencement 10 — 3 mg.; By, masse 
totale des germes (photométre) ensemencement 10 —7 mg. 


les courbes A et A, représentent le nombre total des germes, les 
courbes B et B, la masse totale des bactéries, exprimée par la 
mesure néphélométrique. 
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L’examen des graphiques montre que le développement du 
bacille aviaire se fait suivant la loi de la croissance exponentielle. 

En ce qui concerne l’influence de la quantité ensemencée, on 
constate les faits suivants : 

1° Le temps de latence est beaucoup plus long avec des ense- 
mencements faibles qu’avec des ensemencements plus importants. 

2° La durée absolue de la phase exponentielle des courbes 
exprimant la masse totale des germes, telles que la méthode 
néphélométrique a permis de les établir, dépend de Ja quantité 
ensemencée. 

3° Par contre, la durée de la phase exponentielle des courbes 
représentant le nombre total des germes vivants est indépendante 
du nombre des bacilles ensemencés, 

4° Au moment de la phase maximum, le nombre des germes en 
présence est le méme, quelle que soit l’importance de l’ensemen- 
cement. ; 

On constate que les courbes du nombre des bactéries et de la 
densité optique, expression de la masse totale bactérienne, ne se 
superposent pas; la masse continue a augmenter alors que la 
culture en fonction du nombre total des germes a (déja) atteint 
la phase stationnaire. 

Jusqu’a présent, on a toujours évité de se livrer a des compa- 
raisons rigoureuses entre des méthodes aussi différentes que la 
numération et la néphélométrie. 

Tout en admettant qu’il faut ici user de beaucoup de prudence, 
nous croyons pouvoir-expliquer les divergences observées entre 
les deux types de courbes en tenant compte des observations que 
nous avons faites dans un travail antérieur sur la morphologie 
microscopique du bacille aviaire. 

Dans la figure 2 nous avons tracé 3 courbes qui représentent 

Courbe A : le nombre total des microbes, obtenu par la méthode 
que nous avons décrite plus haut. 

Courbe B: Le nombre des amas, obtenu par la méthode de 
McGrady. 

Courbe C : La courbe néphélométrique correspondante. 

Sur l’abscisse, au quatriéme jour, nous avons tracé un repére 
qui sépare les courbes en deux périodes qui se caractérisent 
ainsi 

Période I. — Aprés la phase de latence et 4 la fin de la phase 
logarithmique, le nombre total des microbes a atteint presque son 
maximum. Cependant les courbes C et B sont encore en évolution 
continue. Les observations sur la morphologie microscopique 
nous révélent qu’a ce stade la culture a atteint le maximum de la 
multiplication active. Dés la fin de la phase de latence on a pu 
assister au processus de division qui conduit 4 la formation des 
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torsades ou écheveaux. A partir de ce stade, la culture entre dans 

la phase de maturation. 
Période II. — Cette période est caractérisée par la maturation 
de la culture. Pendant celle-ci, les torsades devenues trés fragiles 
j se fragmentent a la moindre agitalion de la culture. La courbe B 
illustre ce fait, continuant a s ’élever uniquement par augmentation 
du nombre des amas (tableau I), qui deviennent réguliers par la 
ef taille et par le nombre de germes qu’ils contiennent. Ce moment 
concorde avec la fin de la “phase logarithmique de la courbe B. 
Pourtant la taille des bactéries intégrées dans les amas n’est pas 
encore celle d’un bacille adulte. La taille des bactéries continue 
‘ a augmenter encore pendant un certain temps, ce que montre la 
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Fic. 2. — A, nombre total des germes; B, nombre d’agglomérats ; 
C, masse totale des germes. 


courbe néphélométrique représentant la masse totale bactérienne. 
En conclusion, l’étude sur le mode de croissance du bacille 
aviaire en milieu de culture de Dubos confirme ]’existence de deux 
périodes de développement dont nous avions déja connaissance 
par l’élude de Ja morphologie microscopique : une phase de 
multiplication suivie par une phase de croissance individuelle et 
qui trouvent dans les courbes de croissance une expression quanti- 
tative. Le décalage observé dans les courbes de croissance obte- 
nues par des méthodes différentes est dQ aux modifications 
morphologiques des germes isolés formant la population bacté- 
rienne au cours de sa croissance. 
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ETUDES SUR LE COLLAGENE 


lil. — TRAITEMENT DE SCLEROSES EXPERIMENTALES 
PAR UNE COLLAGENASE — PREMIERS RESULTATS 


par Marcette DELAUNAY, Mavis GUILLAUMIE et Atserr DELAUNAY (’). 


Unstitut Pasteur.) 


I. — Que des ferments spécifiques, élaborés principalement par 
des bactéries anaérobies, soient capables de détruire la substance 
collagéne in vitro comme in vivo, le fait ne peut plus étre mis en 
doute. Le phénoméne, d’observation aisée in vitro [4], n’est pas 
moins facile 4 reproduire in vivo. I] suffit d’injecter par exemple 
sous la peau normale d’un cobaye ou d’un rat quelques dixiémes 
de centimétre cube d’un filtrat de culture de Welchia perfringens, 
riche en collagénase. Au bout de quelques heures, le tissu conjonctif 
imprégné par le filtrat subit une véritable fonte. Sur coupes colo- 
rées de ce tissu, on remarque que les fibres de réticuline et de 
collagéne ont totalement ou partiellement disparu, que tout au 
moins elles n’absorbent plus le Van Gieson. 

Ne pourrait-on pas se servir d’une collagénase pour trailer 
in vivo des processus sclérogénes puisque ceux-ci, précisément, 
se caractérisent, sur le plan histologique, par une hyperproduc- 
tion des substances de soutien, et surtout du collagéne ? Dans 
’ quelle mesure une collagénase est-elle capable de freiner l|’évo- 
lution d’une sclérose ou d’entrainer la résorption d’un nodule 
scléreux déja existant ? Telles sont les questions que nous nous 
sommes posées — et dont l’importance ne peut échapper, compte 
tenu de la fréquence et de la gravité des réactions sclérogénes, en 
clinique humaine. Nous apportons ici les premiéres observations 
que nous avons faites dans le domaine expérimental. 

II. — Pour déterminer chez l’animal un foyer de sclérose, nous 
avons eu recours 4 la méthode suivante qui est simple et qui 
présente, en outre, le grand avantage de fournir des résultats trés 
rapides. : 

Une solution acétique de collagéne préparée a partir des tendons 
de la queue du rat (par Ja méthode de Nageotte et Guyon) est 
mélangée, en parties égales, avec de l’eau salée (2,5 g. de NaCl 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 juin 1949. 
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pour 100 cm® d’eau distillée). Un précipité abondant de collagene 
se produit aussitét, cette précipitation étant pratiquement totale 
au bout de quelques heures. La préparation est alors centrifugee 
i grande vitesse et le culot lavé plusieurs fois avec de l’eau phy- 
siologique. Le dernier culot est finalement repris par une petite 
quantité d’eau physiologique, de maniére a obtenir une sorte de 
pate fluide, puis injecté (1 cm’) sous la peau de rats et de cobayes 
normaux. Bien entendu, toutes ces opérations sont faites asepti- 
quement (souvent, par une ultime mesure de prudence, nous 
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Fic. 4. — Nodule scléreux expérimental provoqué chez le rat an moyen d’une 


injection sous-cutanée de collagéne, precipité. (Service de Photomicrographie 
de |'Institut Pasteur.) 


ajoutions au dernier culot quelques gouttes de pénicilline), En opé- 
rant dans ces conditions, nous n’avons jamais observé d’infection 
secondaire ni d’évolution franchement purulente de la réaction 
inflammatoire locale. 

Aussilot aprés son injection, le collagéne forme sous la peau 
de V’animal une petite boule saillante qui ne montre, au début, 
aucune tendance a se résorber (fig. n° 1). Il donne lieu a diverses 
réactions cellulaires dans le tissu environnant, dont nous avons 
précisé la nature au moyen de biopsies espacées dans le temps 
(prélévements sur des animaux différents). Assez rapidement, en 
ving!-quatre heures, des polynucléaires venus du sang infiltrent 
le collagéne, mais ce processus reste dans la régle peu marqué 
(méme lorsqu’il s’agit d’un collagéne hétérologue, c’est-a-dire 
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@un collagéne de rat injecté chez le cobaye). Il est aussi de faible 
durée : au bout de trois ou quatre jours, les polynucléaires ont 
praliquement disparu du foyer. A ce moment, d'autres cellules 
vont intervenir qui sont des histiocytes-macrophages et des fibro- 
blastes. A leur tour, elles envahissent le collagéne. Cette infiltra- 
lion devient de plus en plus importante, si bien qu’une semaine 
environ aprés l’injection du produit, on se trouve en présence 
dune organisation cellulaire du collagéne tout a fait remarquable. 


- 


= 
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Fic. 2. — Réorganisation cellulaire du collagéne précipité, injecté sous la peau 
du rat. (Service de Photomicrographie de l'Institut Pasteur. Gross. : & 1.400.) 


Ce qu’on observe, histologiquement, c’est un véritable foyer sclé- 
reux, avec des cellules noyées dans une gangue fibreuse (fig. n° 2). 
I] n’est anormal que par son mode de production, |’ordre des 
facteurs ayant été, en somme, inversé. Ici, la réaction cellulaire 
n’a pas précédé, comme elle le fait dans la réele, la réaction 
fibreuse ; elle l’a suivie. 

Cette méthode de production d’une sclérose expérimentale — 
déja suivie par Nageotte et Guyon au cours de leurs recherches 
sur les greffes — nous parait tout spécialement recommandable. 
En tout cas, ce sont des foyers scléreux obtenus de cette maniére 
(et A4gés de huit jours environ) que nous avons soumis 4 l’action 
d’une collagénase. 

III. — Nous nous sommes servis, dans un premier temps, 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 77, n° 5, 1949. 40 


Sosy 


606 . ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR’ 


comme produits collagénasiques, de simples filtrats de culture de 
Welchia perfringens. Mais pour éviler, dans la mesure, du pos- 
sible, la toxicité générale souvent assez grande de ces fillrals, 
nous n’avons retenu que ceux qui, tout en étant relalivement 
riches en collagénase (richesse démontrée par un examen 
préalable in vitro), ne renfermaient que de petites quantités de 
lécithinase @ (on sait, en effet, que la richesse d’un fillrat en 
loxine « est sans rapport avec sa richésse en collagénase [4]). En 
pratique, nous avons utilisé les filtrats des souches Am 8 et Mayer. 

Ces deux filtrats ont été injectés, purs ou dilués (au 1/10 et 
au 1/100), sous le volume de 1/4 ou 1/2 cm’ dans des foyers sclé- 
reux agés de huit jours évoluant soit chez des cobayes, soit chez 
des rats. Au bout de délais variables (quarante-cing minutes, 
quatre heures, sept heures, vingt-quatre heures, quarante-huit 
heures, etc.) la peau traitée a été excisée et soumise aux mani- 
pulations histologiques classiques. La lecture des lames nous a 
permis de faire les constatations suivantes : ; 

a) Les doses faibles de filtrat ont provoqué localement une trés 
légére réaction inflammatoire (cedéme, infiltration de polynu- 
cléaires) mais le tissu fibreux n’a pas été sensiblement modifié ; 

b) Les doses fortes, au contraire, sént parvenues 4 altérer ce 
tissu. En dehors d’un cedéme et d’une diapédése plus importante 
que dans le premier cas, nous avons nolé encore des hémorra- 
gies, une nécrose partielle du nodule scléreux (cellules et fibres), 
un amincissement de la couche épithéliale sus-jacente. 

Pour mieux observer l’atteinte particuliére du nodule fibreux 
par le filtrat, nous avons opéré dans une série d’expériences chez 
des animaux intoxiqués par une dose sublétale d’endotoxine 
typhique. Ce poison, comme nous l’avons montré [2], inhibe 
’émigration leucocytaire. Par la méme se trouve grandement 
facilité ’examen des Jésions locales. Nous avons opéré sur des 
cobayes, l’examen histologique du nodule scléreux étant fait six 
heures aprés l’injection du filtrat de Welchia perfringens (dans 
le nodule lui-méme) et de l’endotoxine (par voie intrapéritonéale). 
Sur coupes, nous avons trouvé des nappes hémorragiques plus 
abondantes que*normalement (elles étaient sans doute une consé- 
quence du processus toxique) et — pour les doses fortes de fil- 
trals — des modifications indiscutables de la masse scléreuse. 
Mais ces modifications ne se limitaient pas aux fibres qui étaient 
iysées ; elles intéressaient aussi les cellules qui, en grand nombre, 
étaient mortellement alteintes. En somme, les doses fortes de 
fillrats provoquaient une nécrose totale du tissu : il ne s’agissait 
en aucune maniére d’une atleinle quasi spécifique des fibres de 
collagéne, ce que nous avions espéré tout d’abord. 

Nous avons pu reproduire une nécrose assez comparable A la 
précédente en injectant chez des animaux témoins, dans le foyer 
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2 
_ seléreux artificiel, une dose d’adrénaline suffisante pour arréter 
_ localement tout afflux sanguin [3]. Cette nécrose, d'origine isché- 
Mique, rappelait & beaucoup d’égards celles qu’avaient détermi- 
nées nos filtrats de Welchia perfringens. 

Dans ces conditions, nous avons eslimé finalement que de tels 
filtrats ne peuvent étre utilisés dans le traitement des processus 
sclérogénes, sans doute parce qu’ils sont, a la fois, trop pauvres 
en collagénase et trop riches en principes directement cyto- . 
loxiques. 

IV. — Nous nous sommes alors mis en quéte de filtrats micro- 
biens contenant une collagénase mais dépourvus de. substances 
nocives pour des cellules. Nous avons a ce sujet examiné un trés 
grand nombre de germes (pour la plupart des saprophytes de 
Tair), une souche de B. mycoides, de B. brevis, des extraits de 
- champignons, etc. Le tout fut fait en pure perte. Sans doute nos 

préparations étaient, pour la plupart, non cytotoxiques, mais elles 
étaient aussi dénuées de toute activité collagénasique (déterminée 
- in vitro), Ces recherches — sans utilité quant au but particulier 
que nous poursuivions — ont néanmoins eu l’intérét de montrer 
_ que les sources bactériennes de collagénase ne sont pas trés 
_ nombreuses. 
V. — Arrivés 4 ce point de notre travail, nous avons eu la 
_ bonne fortune de recevoir de la part de M’ E. Bidwell (1) 75 mg. 
dune collagénase purifiée de Welchia perfringens. Cette prépa- 
ration desséchée avait, d’aprés les mesures anglaises, les titres 
suivants : 
3 28 unités Q par milligramme. 
Dose-test K vis-a-vis de 2 unités anti-K (en présence de 
muscle) : 0,05 mg. . 

Dose-test K vis-a-vis de 2 unités anti-K (en présence d’azo- 
coll) : 0,02 mg. 

1/2.000 de milligramme de ce produit mis en solution dans 
Veau physiologique suffisait pour détruire des pastiles de colla- 
géne A en huit jours. Son activité collagénasique — d’aprés notre 
méthode d’examen — était donc trés forte [4]. 

Avec cette collagénase purifiée, nous avons repris nos essais 
de traitement des scléroses expérimentales. Voici nos observa- 
tions et résultats : a 

a) Nous avons injecté chez 8 rats, dans le nodule scléreux qu’ils 
portaient sous la peau de l’abdomen, 1 mg. de collagénase puri- 
fiée en solution dans 1 cm* d’eau physiologique. 

Des animaux ainsi traités, 5 sont morts en moins de sept heures, 
2 en moins de vingt-quatre heures, 1 a survécu. 
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Localemenl est apparue une fonte extraordinairement impor- 
tante de tout le tissu conjonctif sous-cutané, avec un décollement 
considérable de l’épithélium sus-jacent, non seulement abdomi- 
nale mais encore thoracique. La peau est ainsi devenue d’une 
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minceur extréme et, dans 2 cas, elle a méme été le siége d'une 


uleération. Sous la peau, le nodule scléreux expérimental, per- 
dant toute attache avec le reliquat du tissu conjonctif adjacent, 
est devenu une petile masse mobile, ramollie (au bout de sept 
heures) et en grande partie digérée [au bout de vingt-quatre 
heures (fig. n° 3)]. Ce nodule isolé, prélevé et placé in vitro dans 
une solution concentrée de collagénase, a disparu en deux jours 
presque totalement (fig. n° 4). 

L’activilé biologique de la préparation purifiée que nous avons 
utilisée apparait ainsi considérable. Malheureusement, a nouveau, 
on n’assiste pas 4 une action purement collagénasique. Le pro- 
duit, tel quel, garde une toxicité générale trés prononcée (qu'il 
doit sans doute a la petile quantité de toxine @ qu'il contient 
encore ; il est dépourvu de toxine %). Il est aussi, 4 la dose que 
nous avons mise en ceuvre, nellement cytotoxique. Sur coupes du 
lissu traité la plupart des cellules étaient dégénérées. 

Nous avons recueilli des fails pratiquement identiques en opé- 
rant sur des cobayes. Nous nous sommes demandé alors si des 
doses de produit nettement plus faibles, dépourvues d’une action 
loxique générale, gardaient pourtant le pouvoir d’exercer loca- 
lement, in vivo, une action collagénasique appréciable. 

b) 8 rats, porteurs d’un foyer scléreux sous-cutané, ont recu 
localement soil 0,1 mg., soit 0,02 mg. de g¢ollagénase purifiée 
dissoute dans l’eau. 

Cette fois, tous les animaux ont survécu. Les doses de 0,1 mg. 
ont entrainé une nécrose et une fonte assez nette du nodule de 
collagéne, mais dans ce nodule les fibres n’étaient pas seules 
alteintes ; un grand nombre de cellules étaient mortes. Dans les 
masses fibreuses, traitées par 0,02 mg. de produit, la nécrose a 
été nulle, les cellules apparemment ont conservé toute leur vita- 
lité, mais le collagéne n’a été que trés partiellement lysé. 

VI. — Quelles conclusions peut-on tirer de ces diverses obser- 
vations ? Nous proposons les suivantes : 

1° Que des collagénases méritent d’étre utilisées pour entrainer 
la résorption au moins partielle d’une sclérose, en principe, le 
fait peut étre admis. Cependant l'état présent de nos recherches 
nous oblige 4 formuler certaines réserves en ce qui concerne 
application dune telle thérapeutique en clinique humaine. 

D’une part, une collagénase ne peut guére exercer son action 
que localement. Il serait, croyons-nous, tout a fait illusoire 
d’attendre du ferment une action étendue a tout lorganisme, 
Méme une collagénase trés puissante sera sans doute inefficace 


ETUDES SUR LE COLLAGENE 609 


Fre. 3. — Lyse collagénasique d'un nodule scléreux expérimental ; premier 
stade. (Service de Photomicrographie de |’Institut Pasteur. Gross. : X 1.400.) 


‘ Fic. 4. — Lyse collagénasique d'un nodule scléreux expérimental;, dernier 
stade. (Service de Photomicrographie de l'Institut Pasteur. Gross. : x 1.400.) 
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pour lutter contre une sclérose diffuse (artériosclérose, par 
exemple). : 

D’autre part, au sujet de l’action locale elle-méme, Vemploi 
de collagénases trés purifiées, totalement débarrassées d’impu- 
retés cytotoxiques, s’impose. Sinon les lésions produites par le 
complexe injecté risquent fort de repousser au second plan le 
résultat favorable que représenterait la lyse fibreuse. Mais déja, 
nous savons qu’en Angleterre les chimistes sont parvenus a 
obtenir des collagénases trés pures, beaucoup plus pures que 
celles que nous avons employées pour ces expériences ; et déja 
des médecins ont mis en ceuvre chez homme ces produits asso- 
ciés a une fibrinolysine (ainsi dans le traitement de méningites 
cloisonnées). 

2° A notre avis, l’application d’une collagénase devrait avoir 
pour principales indications, soit des cicatrices vicieuses ou ché- 
loidiennes, soit des disques bloqués. Dans ce cas, le traitement 
chimique pourrait revélir un intérét au moins égal, peut-étre 
méme supéricur, 4 l’excision chirurgicale ; la fonte diastasique 
représenterait certes une méthode thérapeutique singuliérement 
élégante... Théoriquement, la pauvreté cellulaire et vasculaire de 
ces lissus fibreux justifierait l’emploi d’une collagénase impar- 
faitement purifiée. I] n’en reste pas moins vrai que lobtention 
de produits trés purs est extrémement souhaitable ; aussi ne com- 
mencerons-nous nos essais chez homme que lorsque nous aurons 
de tels produits 4 notre disposition. 


Ritsumn. 


Les auteurs ont essayé de déterminer la résorption de scléroses 
expérimentales au moyen d’une collagénase bactérienne. 

Leurs résultats, sans étre excellents, indiquent pourtant que 
les collagénases, lorsqu’elles auront subi une purification trés 
poussée, pourront servir dans le traitement de certaines affections 
humaines, en application locale. 
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SUR L’APPARITION TARDIVE 
DE VARIANTES BACILLAIRES RESISTANTES 
AU COURS DU TITRAGE 
DE LA STREPTOMYCINO-SENSIBILITE 
DU BACILLE TUBERCULEUX 


par G. CANETTI et A. SAENZ (°*). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose). 


On sait que la méthode habituelle de titrage de la streptomy- 
cino-sensibilité du bacille de Koch consiste a isoler le bacille sur 
milieu a lceuf, puis 4 l’ensemencer dans plusieurs tubes de 
milieu liquide contenant des taux croissants de streptomycine. La 
lecture des tubes est faite au quinziéme jour, et l’on désigne par 
streptomycino-sensibilité du bacille, ou titre, la quantité de strep- 
tomycine la plus faible (en y par centimétre cube de milieu) qui 
empéche la multiplication des germes: c’est celle qui est con- 
tenue dans le premier tube de milieu demeuré sans culture. Or, il 
nest pas rare que des tubes restés négatifs le quinziéme jour 
montrent une culture nette le trentiéme, et il est presque de régle 
qu'il y ait 4 cette date, dans l’un ou l’autre tube resté négatif, 
apparition de colonies isolées. Nous étudions, dans ce travail, la 
fréquence et la signification de ces cultures tardives. 


MATERIEL ET METHODE. — Les souches de bacilles sur lesquelles 
porte le titrage proviennent de crachats de tuberculeux pulmo- 
naires en cours de streplomycinothérapie. Les crachats sont 
traités par lacide sulfurique 4 15 p. 100 pendant dix a vingt 
minutes, neutralisés par de la soude 4 30 p. 100 en présence de 
teinture de tournesol, selon la méthode de Saenz et Costil, puis 
ensemencés sur 4 tubes de Lowenstein. La culture ainsi obtenue 
est repiquée sur pomme de terre glycérinée (le repiquage por- 
tant sur le plus grand nombre de colonies possible). De la culture 
sur pomme de terre, apparue en général en huit 4 quinze jours, 
10 centigrammes sont prélevés et dilués dans du sérum physiolo- 
gique de telle maniére qu'il y ait 1/10 de milligramme de bacilles 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1949. 
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(poids humide) par 1/10 de centimetre cube de sérum ; 2/10 de 
centimetre cube de cette dilution (soit 2/10 de milligramme de 
bacilles) sont ensemencés dans chaque tube de milieu de You- 
mans [4], contenant 5 centimetres cubes de milieu additionnés de 
streptomycine. On ensemence ainsi 12 tubes de Youmans, conte- 
nant respectivement : 0, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 
et 1.000 » de streptomycine par centimétre cube de milieu. Dans 
quelques cas, des tubes titrant 2.000, 5.000, 10.000 et 20.000 + de 
streptomycine ont également été ensemencés. 

Le nombre de souches titrées a été de 153. De ces titrages, 
5D n’ont été lus qu’au quinziéme jour ; pour les autres, 33 se sont, 
dés cette date, avérés positifs dans fous les tubes ensemencés 
(souches trés résistantes), de sorte qu’il ne pouvait y avoir posi- 
tivation tardive. C’est pour les 65 titrages restants que nous don- 
nons les résultats comparés au quinziéme et au trentiéme jour. 


Risutrars. — Les changements au trentiéme jour sont de deux 
ordres. Dans certains cas, des tubes négatifs quinze jours aupa- 
ravant montrent des cultures nettes : cultures qui, déposées au 
fond du tube, se dispersent par agitation en donnant un aspect 
en « tourbillon de neige » caractéristique, sans troubler la limpi- 
dité du milieu. (Un trouble du milieu de Youmans indique qu’il y 
a surinfection). Bien plus souvent, il n’y a pas culture aussi 
abondante, mais on note dans un ou plusieurs tubes l’apparition 
de colonies isolées. Ces colonies, déposées au fond du tube, se 
dispersent par agitation; elles consistent en de petits disques 
arrondis blanc opaque, A contours léeérement effilochés, de 
1 & 2 millimétres de diamétre ; elles sont d’autant plus volumi- 
neuses qu’elles sont plus rares. On n’en note, le plus souvent, 
que quelques unités, souvent une seule ; lorsqu’il en existe plus 
de 10, elles sont difficiles 4 dénombrer exactement en raison 
de leur mouvement ; lorsqu’il en existe plus d’une cinquantaine, 
aspect devient celui d’une culture globalement positive, chaque 
colonie étant, dans ce cas, plus petite et moins bien individua- 
lisée. 

Les résultats observés sont les suivants. Il y a apparition 
de cultures globalement positives vingt-cinq fois, soit dans 
38,4 p. 100 des cas. Ces cultures portent quatorze fois sur 1 tube, 


cing fois sur 2, quatre fois sur 3 et deux fois sur 4 tubes ; il s’agit 


toujours des tubes les plus proches, pour ce qui est de leur concen- 
tration en streptomycine, de ceux qui sont positifs dés le quinziéme 
jour. Ces cullures tardives sont peu abondantes — elles le sont 
bien moins que celles du quinziéme jour, gardées a l’étuve et 
revues au trentiéme. 

L’existence de colonies isolées est notée cinquante-cing fois, soit 
dans 84,6 p. 100 des cas, Elles existent le plus souvent dans 1, 2 
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ou 3 tubes, trés rarement dans tous; elles prédominent, en 
général, et en fréquence et en nombre, dans les 2 ou 8 tubes les 
plus proches de ceux ow il y a culture globale (qu’elle soit pré- 
coce ou tardive). Fait important, dans les tubes les plus ¢loignés, 
c’est-a-dire les plus riches en streptomycine, elles sont distribuées 
trés irréguliérement, ne marquant qu’une prédilection modérée 
pour les concentrations de streptomycine les plus faibles. Elles 
existent dans 27 p. 100 des cas sur’ le tube de Youmans titrant 
1.000 + de streptomycine, dans 40 p. 100 sur le tube 500, dans 
30 p. 100 sur le tube 200, dans 42 p. 100 sur le tube 100 et dans 
44 p. 100 sur le tube 50, différences peu considérables. Dans la 
grande majorité des cas, il n’existe dans chaque tube que 1, 2 ou 
8 colonies. On les observe aussi bien dans les cas oti existe cn 
plus, dans des tubes a4 concentration streptomycinique moindre, 
une culture globale tardive, que dans les autres cas : elles n’ont 
fait défaut qu’une fois sur 25; toutefois, elles n’ont pas pu étre 
observées six fois sur 25, parce que les tubes les plus riches en 
‘streptomycine étaient le siége d’une culture globale ; mais il est 
vraisemblable que si des concentrations encore plus fortes de 
streptomycine avaient été ensemencées dans ces cas, il y aurait 
eu, dans quelques tubes, apparition de colonies isolées. Au 
total, sur les 65 souches titrées, 3 seulement, soit 4,6 p. 100 n’ont 
montré dans aucun de leurs tubes de croissance nouvelle entre 
le quinziéme et le trentiéme jour. Les résultats qui viennent d’étre 
donnés sont détaillés dans le tableau I. 


Discussion. — 1° Nature des colonies tardives. — A quoi 
répondent ces cultures tardives? A priori, elles peuvent étre 
dues, ou bien a des variantes sensibles du bacille, initialement 
inhibées, mais non tuées par la streptomycine, et auxquelles une 
inactivation secondaire de l’antibiotique permettrait de prendre 
un tardif essor; ou bien, a des variantes résistantes poussant 
lentement, d’ou leur apparition tardive. 

La premiére explication peut étre exclue. La streplomycine du 
milieu de Youmans n’est pag inactivée par un mois d’étuve 4 37°. 
Si, dans un tube de Youmans titrant 100, 500 ou 1.000 » de strep- 
tomycine, ensemencé d’une souche de bacilles tuberculeux titrant 
10, et demeuré de ce fait négatif au bout d’un mois d’étuve, on 
fait un nouvel ensemencement de bacilles sensibles, cet ensemen- 
cement reste encore négatif ; et cette absence de culture n’est pas 
due a une altération du milieu ; car si, dans un tube de Youmans 
titrant 10, ensemencé d’une souche de bacilles titrant 1 et resté, 
de ce fait, négatif au bout d’un mois, on fait un ensemencement 
de bacilles résistants (titrant par exemple 500), la culture pousse 


fort bien, preuve de ce que l’absence de culture, dans le premier — 


cas, n’était pas attribuable 4 une altération du milieu, mais bien 
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Le signe — indique les tubes positifs au 15¢ jour. 
Le signe + indique les tubes ot il y a culture globale au 30° jour. 
Le signe ++ placé devant certains chiflres indique que ces chiffres sont approximatifs, 
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Tasteau |. — Gultures et colonies isolées apparaissant tardivement 
au cours du titrage de la streptomycino-sensibilité. | 
g 
a5 E 
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é une persistance d’activité de la streptomycine. Cette expé- 
rience, répétée sept fois, a toujours donné le méme résultat. La 


streptomycine n’est donc pas inactivée par un mois d’étuve dans © 


le milieu de Youmans. . 

D’autre part, on peut démontrer directement que les cultures 
et colonies tardives correspondent bien a4 des variantes résis- 
tantes du bacille. Quelques colonies sont aspirées a l’aide d’une 
pipette, écrasées dans un peu de sérum physiologique et ense- 
mencées dans des tubes de Youmans dont la concentration en 
streptomycine est plus élevée que celle du tube d’origine, ainsi 
que dans un tube témoin. Ce titrage a été fart dans 15 cas; les 
résultats sont consignés dans le tableau II ci-joint. On voit que, 
dans 14 cas, il y a bien eu culture dans les tubes 4 concentration 
de streptomycine trés forte ; toujours, sauf deux fois, la culture 
est méme allée jusqu’a la concentration la plus forte ensemencée. 
Dans le seul cas discordant (souche 102, colonies isolées du 
tube 50) il n’y a eu culture ni sur les tubes avec streptomycine, 
ni sur le tube témoin; il est vraisemblable que les colonies 
étaient restées collées sur la pipette et qu’aucun des tubes n’avait 
recu de semence. 

Ainsi, les cultures ou colonies isolées apparaissant tardivement 
répondent bien a des variantes résistantes du bacille. 


2° Mode d apparition des variantes bacillaires  résistantes. 
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Tasteau Il. — Titrage de colonies isolées apparues tardivement. 
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Considérations d’ordre pratique. — Les faits qui viennent d’étre 
relatés sont en accord avec ce que l’on sait aujourd’hui sur le 
mode d’apparition des variantes bacillaires résistantes. Plusieurs 
auteurs, Pyle [2], Vennesland, Ebert et Bloch [8], Yegian et Van- 
derlinde [4], Youmans et Williston [5], ont montré que ces 
variantes existent dans presque toutes les souches avant tout trai- 
tement a la streptomycine, quoique en trés pelit nombre. (Deux 
de nos cas, les n® 82 et 157, concernent également des souches 
isolées avant tout traitement ; toutes deux montrent des variantes 
résistantes, apparues dans le tube 500 y pour le premier cas, 
dans le tube 100 y pour le second. Il s’agit chaque fois d’une 
seule colonie.) La streptomycinothérapie opére dans les lésions 
tuberculeuses une véritable sélection; en détruisant un grand 
nombre d’individus sensibles, elle augmente la proportion d’indi- 
vidus résistants. Il se peut que ces individus résistants, s’ils ne 
sont pas détruits par les phagocytes de l’organisme, se trouvent, 
du fait de la diminution du nombre des individus sensibles, dans 
de meilleures conditions pour se multiplier. De toute maniére, 
les individus résistants seront proportionnellement de plus 
en plus nombreux, et auront ainsi de plus en plus de chances 
d’apparaitre dans les parcelles de crachats ensemencées. 
S’ils sont trés nombreux, ils donneront une culture  glo- 
balement positive ; s’ils sont trés rares, ils ne donneront que 
des colonies isolées, éparpillées dans les tubes au hasard de la 
semence. Les faits relatés ici prouvent que les milieux liquides, 
tout au moins celui de Youmans, ne sont nullement inaptes 
a extérioriser ces croissances tardives ; ils s’avérent méme a cet 
égard d’une trés grande sensibilité. ‘Leur seul inconvénient, est 
de rendre imprécis le dénombrement des colonies, lorsqu’il en 
existe plus d’une dizaine. 

Pourquoi ces cultures ou colonies n’apparaissent-elles parfois 
que tardivement? Pyle a montré que les variantes résistantes 
poussent plus lentement dans les milieux contenant de Ia .strepto- 
mycine que les variantes sensibles dans les milieux qui n’en 
contiennent point. La chose est, exacie, mais si elle était la seule 
explication du phénoméne, on comprendrait mal comment cer- 
taines souches trés résistantes donnent, dans des tubes titrant 
1.000 y, des cultures luxuriantes dés le septiéme jour, éventualité 
nullement rare. En fait, c’est-le nombre minime d’individus trés 
résistants ensemencés qui doit, dans nos cas, expliquer l’appa- 
rition trés tardive des colonies, les semences peu abondantes 
poussant toujours plus lentement que les semences abondantes, 
pour des raisons d’ailleurs inconnues. 

Y a-t-il un rapport entre la dose globale de streptomycine admi- 
nistrée au malade et le nombre, ainsi que le titre, des variantes 
résistantes observées dans ses crachats ? Nous étudions ce pro- 
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bléme ailleurs [6]; disons cependant que Si, d'une maniere gene- 
rale, on observe d’autant plus de souches résistantes que les 
doses globales de streptomycine administrées ont été plus fortes, 
il ne s’agit la que d’une relation d’ordre statistique, admettant 
de nombreuses exceptions; surtout, elle ne vaut que pour les 
variantes résistantes présentes dans les crachats en assez grand 
nombre pour donner une culture globalement positwe ; pour les 
autres, celles qui sont trés rares et ne donnent que des colonies 
isolées, les hasards de leur distribution dans les fragments de 
semence sont trop grands pour qu’on ait des chances d’observer 
avec elle la méme relation, tout au moins pour le nombre de 
cas étudié dans un travail comme le notre. 

Enfin, on doit s’interroger sur les conséquences pratiques des 
constatations relatées. L’apparition de cultures au trentiéme 
jour doit-elle inciter 4 modifier la technique courante. de titrage 
de la streptomycino-sensibilité ? Y a-t-il lieu de reculer systéma- 
liquement jusqu’au trentiéme jour la lecture définitive des tubes ? 
Il ne le semble pas, parce que les cultures nouvelles n’existent, 
le plus souvent, que dans 1 ou 2 tubes (19 cas sur 25), ce qui n’a 
aucune portée pratique ; deux fois seulement, on l’a vu, il y a 
eu culture tardive dans 4 tubes, d’ott modification sensible du 
litre de la souche. Or, si l’on ajoute 4 nos 65 titrages les 33 ot 
la culture était positive dans tous les tubes dés le quinziéme jour, 
les 2 cas signalés représentent 2,3 p. 100 du total, proportion 
insignifiante. Quant aux colonies isolées apparaissant tardi- 
vement, elles ne sauraient en aucune maniére constituer un 
« titre » de la souche; elles ne représentent le plus souvent 
qu'une proportion infime du total de la population bactérienne 
(par colonie, 1 bacille sur 10° 4 10° germes ensemencés, pour 
une semence de 2/10 de milligramme). Leur constatation est d’un 
intérét théorique considérable pour la compréhension du mode 
d’apparilion de la streptomycino-résistance ; mais, en pratique, 
leur présence n’indique en rien que la résistance est déja apparue, 
mi méme qu'elle apparaitra nécessairement en cas de poursuite 
du traitement. Nos constatalions montrent, toulefois, qu’il y a 
lieu d’insister davantage que par le passé sur Vaspect quantitatif 
du phénoméne de la résistance et, en particulier, sur la propor- 
tion @individus résistants sur le total des bacilles présents : A cet 
égard, les milieux solides streptomycinés pourraient s’avérer 
d une grande ulilité, car ils permettent, mieux que les milieux 
Iiquides, une évaluation exacte du nombre d’individus sensibles 


et d’individus résistants respectivement en présence dans une 
souche donnée. 


Ritsums. — 1° Lors du titrage sur milieu de Youmans de la 
streplomycino-sensibilité de souches de bacilles tuberculeux pro- 
mews 
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% Rea de aire Gee en cours de traitement par Pantibiou ye. Py hae 
q on note fréquemment Tapparition de cultures nouvelles entre le 
quinziéme et le trentiéme jour (dans 58,4 p. 100 des 65 cas étu- 
i diés). On note plus fréquemment encore lapparition de colonies 


-isolées (dans 84,6 p. 100 des cas). Se 

(2 °s0es cultures ou colonies représentent des variantes résis- Za % 
tantes du bacille, poussant tardivement. Re: 

3° La constatation de ces croissances tardives renseigne sur sae 


le mode d’apparition de la streptomycino-résistance, mais n’a 
pas d’incidences pratiques sur la technique du titrage, réserve © 

faite de Vintérét croissant que pourrait prendre dans l’avenir | 

_ Vemploi de milieux streptomycinés solides. 
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TRANSMISSION DE SP/ROCHATA DUTTONI 
VAR. CROCIDURA 
PAR L'ORNITHODORE ET PAR LE POU; 
CONSIDERATIONS SUR L’EPIDEMIOLOGIE 
DE LA FIEVRE RECURRENTE A POUX 


par H, BOIRON. 


(Institul Pasteur de 1A.O.F. Dakar.) 


I. — HistroriQue. 


La transmission du spirochéte de Dutton a déja fait l'objet 
(importantes recherches. Cook est, 4 notre connaissance, le 
premier a envisager, dés janvier 1904, le rdle possible d’Ornitho- 
dorus moubata dans la transmission de infection ; en novembre 
de la méme année, Ross et Milne attribuent la fiévre récurrente 
aux piqdres de cet acarien, réle que Dutton et Todd démontrent, 
en 1905, par des expériences demeurées classiques. Brumpt en 
1908, Drake en 1914 transmettent Spirochxta duttoni par les 
piqires d’Ornithodorus savignyit. Brumpt, en 1926, transmet le 
spirochéte de Ja musaraigne par inoculation d’un broyat de nym- 
phes d’Ornithodorus moubata, puis d’un broyat de nymphes 
d’Ornithodorus erraticus, infectées un mois plus tot; en 1927, il 
réussit a transmettre le spirochéte de Dutton par inoculation d’un 
broyat d’Ornithodorus turicata. En 1927, Nicolle et Anderson, puis 
en 1930, Nicolle, Anderson et Colas Belcour transmettent le spiro- 
chéte de Dutton par la piqire de l’ornithodore, et en particulier 
par celle d’Ornithodorus erraticus. A Dakar, en 1932, Durieux 
découvre Ornithodorus erraticus dans les terriers de rongeurs et 
montre a nouveau que la maladie est due a la piqdre de cette 
tique. Une nouvelle preuve est encore apportée en 1933 par 
Mathis, Durieux et Advier qui infectent homme par piqire de 
liques trouvées dans la nature. 

_ D’autres arthropodes ont également été incriminés. En 1911, 
Schuberg et Kuhn montrent que les spirochetes restent vivants 
chez la mouche stomoxe, mais qu’ils ne peuvent étre transmis par 
piqtre. En 1927, Rosenholz et Gilbert constatent que les punaises 
ayant absorbé du sang virulent se montrent infectantes tres long- 
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temps ; mais il faut broyer les punaises infectées et en frictionner 
la peau scarifiée ou épilée pour transmettre la maladie ; infection 
n’est transmise ni par piqtre, ni par les déjections ; elle n’est 
pas héréditaire. En 1928, Wollman, Anderson et Colas Belcour 
observent la survie des spirochétes récurrents pendant quarante- 


fi huit heures chez la mouche stomoxe. Kleine et Krause signalent, 
i en 1934, que de jeunes punaises nourries sur souris infectées con- 
2 servent le spirochéte récurrent vivant de vingt-huit 4 quatre-vingts 
l 


jours, que leur broyat inoculé a des souris saines est susceptible 
de provoquer la maladie ; la punaise adulte ne conserve le spiro- 
chéte que six jours ; Vinfection n’est pas héréditaire. Boné cons- 
tate, en 1939, que le spirochéte de Dutton peut persister viruleat 
chez Argas reflerus et Argas persicus, mais que |’infection n’est 
pas héréditaire et que la transmission n’est possible ni par piqdre, 
ni par inoculation du liquide coxal; Rhipicephalus sanguineus 
peut s’infecter au stade nymphal, mais pas au stade larvaire et sa 
piqire n’est pas susceptible de provoquer l’infection ; enfin, les 
punaises et les mélophages sont, eux aussi, incapables de trans- 
mettre le spirochéte de Dutton par piqtre. 

Le réle du pou a également été recherché. En 1912, Nicolle, 
Blaizot et Conseil nourrissent des poux sur un singe infecté de 
Spirochxta duttoni ; ces poux sont ensuite examinés a lultrami- 
__ eroscope du huiti¢me au quinziéme jour de |’infection, aucun 
i d’eux ne présente de spirochétes ; il n’a pas été pratiqué d’inocu- 
lation des poux a des animaux. Nicolle et Anderson, en 1927, nour- 
rissent un lot important de poux sur un singe infecté de spirochete 
de Dutton ; ces poux, examinés du septiéme au seiziéme jour, ne 
montrent pas de spirochéte ; un jeune macaque inoculé sous la 
peau et 4 la surface des conjonctives avec le broyat de 97 poux 
du septiéme au seiziéme jour ne fait ni infection visible, ni infec- 
tion inapparente, puisque son sang n’a pas infecté un rat; une 
deuxiéme expérience faite dans les mémes conditions est égale- 
ment négative. Les mémes auteurs tentent, d’autre part, la trans- 
mission, par le pou, du spirochéte de la musaraigne que nous 
savons actuellement n’étre qu’une variété du spirochéte de Dutton 
(Nicolle, Mathis et Anderson) ; deux essais se montrent négatifs. En 
1928, Mathis relate deux essais de transmission du spirochete de la 
musaraigne par le pou ; les singes inoculés avec les broyats des 
poux infectés ont fait, dans les deux cas, une infection inapparente 
révélée par la seule inoculation du sang de ces singes 4 la souris. 
is Et Mathis conclut que le fait pour le pou de transmettre expéri- 

mentalement le spirochéte de Dutton n’indique pas que cet insecte 
joue un réle dans la transmission naturelle de la fiévre récurrente 
4 tiques, mais que si le spirochéte finissait par s’adapter a |’orga- 
nisme du pou, celui-ci arriverait 4 faire, d’une maladie seulement 
endémique, une véritable maladie épidémique. Malheureusement, 
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Mathis n’a jamais pu mettre en évidence la présence du spirochéte 

chez le pou; en outre, les résultats positifs des inoculations ont 

fous été obtenus chez la souris grise qui est susceptible d’étre 

infectée naturellement, son étude n’emporte donc pas la convic- 

tion. Signalons également les travaux de Baltazard et de ses col- 

. laborateurs (1) qui, expérimentant non avec le spirochéte de 

Dutton mais avec des souches de Spirochxla microti, de Spiro- 

chxla merionesi, de Spirochexta turicate et de Spirocheta hermsi 

sorties d’ornithodores, ont réussi a plusieurs reprises la trans- 

mission du spirochéte par Vintermédiaire du pou. Enfin, au 

moment ot nous adressions cette note a la publicalion, nous avons 

appris que R. B. Heisch et P. C. Garnham avaient réussi a 

sept reprises la transmission par le pou d’une souche de Spiro- 

' chxeta dulloni isolée de ’homme ; ces auteurs ont noté que meme 

; apres plusieurs passages chez un héte anormal le spirochéte con- 
serve les caractéres d’un spirochéte a tiques. 


Il. — ExprirIENCES DE TRANSMISSION. 


Depuis 1946, nous avons fait 4 l'Institut Pasteur de Dakar 
5 essais de transmission du spirochéte de Dutton. Dans nos 38 pre- 
miéres expériences qui remontent, la premiére a juin 1946, la 
seconde A décembre 1946 et la troisiéme a avril 1948, nous avons 
réussi 4 transmettre le spirochéte par l’ornithodore, mais pas par 
le pou. Et récemment une quatriéme, puis une cinquiéme tentative 
ont été couronnées de succes. 


ExpréRtence n° 4. — Une souche de Spirocheta duttoni var. Cro- 
cidurx, isolée sur souris blanche le 16 décembre 1947 du cerveau 
d’une musaraigne caplurée a Dakar, est entretenue sur souri- 
ceaux nouveau-nés (souris blanches de notre élevage). Le 8 mai 
1948, le cerveau, le foie et la rate de 3 souriceaux (sixiéme pas- 
sage) au sang fortement positif sont broyés et mis en suspen- 
sion dans 7 cm* d’eau physiologique ; 2 cobayes recoivent chacun 
dans le péritoine 1 cm* de la suspension et un jeune singe (cyno- 
céphale 130) également en injection intrapéritonéale, igs cm® de la 
méme suspension. Les cobayes ne font pas d’infection apparente, 
leur sang examiné chaque jour pendant trente jours demeure 
négatif, Le singe est posilif le 11 mai; le 12, son sang est assez 
riche en spirochétes (goutlle épaisse colorée au Gismeds examen 
a immersion, oculaire | 4, objectif{ 1/15, 3 spirochétes par 
champ) ; on nourrit sur lui, pendant une heure, 155 poux recueillis 
la veille sur un aliéné & VHépital Central Africain, tandis que 


(1) Le D® Baltazard nous a adressé une copie de ses communications 
avant leur publication. Nous l’en remercions vivement. 
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A3 mai .| 2° | 146 |145 surhomme sain.| 2 1 0 0 2 souris. | Négatif. 
AL mai .| 3° | 138 [437 a 2 1 0 0 | 2souris. | Negutif. 
OA5 mai .| 4° | 419 |417 _ 2 2 0 0 | 2 souris. | Négatif 
MAG mai .| 5° | 142.1410 -- 4 2 0 0 2 souris. | Négatif. 
AT mai .| 6° | 104 |402 — ut 2 0 0 2 souris. | Négatif. 
A8 mai Menileeooteo3 — 2 2 0 0 2 sours. | Positif. 
49 mai 8° | 91 | 89 — 2 2 0 0 2 souris. | Négatif. 
20 mai Geo | Sail 85 — 2 2 0 0 2 souris. | Positif. 
24 mai 10° 85 | 83 — 2 2 0 0 2 souris. | Négati'. 
22 mai | yA Ub) — y 2 0 0. : sours. | Posilif. 
bibs souris. | Posilif. 
23 mai 42° | 67 | 62 <7 4 5 ae 0 3 souriceaur. Series 
24 mai AS? 62 | 59 — 2 3 0 0 2 souris. } Posisif. 
O25 mai .| 14° | 59-7) 55 — 2 4 0 0 2 souris. | Neégatif. 
» Ri 5 0 0 |-2 souris. | P. sitif. 
pe6 mai: .| 15° | 50 4 0 0 | Gyno.131 |, Positif. 
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25 poux récoltés en méme temps sur le méme sujet serviront de 
controle de non-infection naturelle des poux. Un volontaire 
(homme sain), dont le sang inoculé,4 des souris blanches avant le 
début et a la fin de l’expérience montrera labsence d’ infection 
récurrentielle, est utilisé seul pendant toute la durée de l’expé- 
rience comme nourrisseur de poux infectés et de poux neufs. 
Chaque jour, pendant toute la durée de l’expérience, un certain 
nombre de poux infectés sont broyés, puis émulsionnés dans une 
pétite quantité d’eau physiologique qui est utilisée pour inocula- 
tion et examen microscopique. Enfin, le dernier jour de l’expé- 
rience, les 15 survivants des 25 poux neufs sont broyés en eau 
physiologique ; l’examen microscopique et l’inoculation de |’émul- 
sion a 5 souriceaux nouveau-nés demeurent négatifs. Le tableau 
ci-dessous donne le détail des opérations effecluées et des résultats 
obtenus. 


Par ailleurs, 6 nymphes d’Ornithodorus erralicus sont placées, 


le 13 mai, sur le cynocéphale 130 (il a servi a infecter les poux, 
le 18, son sang contient 1 spirochéte pour 4 champs) ; les tiques 
se gorgent rapidement et bien ; portées le 15 juin sur un souriceau 
neuf, elles le contaminent (animal posilif dans le sang le 21 juin). 


Expértence n° 5. — Utilise la méme souche de spirochetes et le 
méme fournisseur de poux que l’expérience précédente. Le 15 mai 
1948, 150 poux recueillis la veille sont placés par moilié pendant 
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une heure sur 2 souriceaux nouveau-nés (huitiéme passage), au 
sang fortement posilif (20 spirochétes par champ). Un deuxiéme 
volontaire est utilisé comme nourrisseur des poux infectés et de 
25 poux neufs témoins, il est surveillé dans les mémes conditions 
que le nourrisseur de l’expérience précédente. Voici, condensé 
dans le tableau ci-dessous, le détail des examens : 
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46 mai >|) 2° 3.) 74] 979 4 2 0 0 2 souris. | Négatif 
47 mai 3e | #9] 67 4 2 0 0 2 souris. | Négatif. 
48 mai.| 4° | 66] 64 2 2 Owes 0 2 souris. | Négatif. 
49 mui .| 5° | 62] 60 2) 2 0 0 2 souris. | Négalif 
20 mai .} 6° | S58] 56 2 2 0 0 2 souris. | Négatif. 
24 mai.| Te 52) 50 2 2 0 0 2 souris. | Négatif. 
22 mai .| 8 49 | 47 2 2 0 0 2 souris. Ree 
r 2 souris. | Nég»tif. 
23 mal .| 9 | 47) 44 : 3 0 0 5 souriceaux, | Négatif 
24 mai .|} 10° 44 | 42 2 2 0 () 2 souris. | Névatif. 
25 mai .| 414° 42) 37 2 5 a 0 2 sours. | Posi/i/. 
: : ; x = Se | hela 0 2 souris. | Posi/if. 
26 mai .| 12 CM Det, 34 0 0 5 souriceaux. Pedues 


Enfin, 5 nymphes d’Ornithodorus erraticus, gorgées le 4 juin 
sur le souriceau 123 (5 spirochétes par champ), qui est des souri- 
ceaux inoculés avec 34 poux du douziéme jour, sont placées le 
29 juin sur un souriceau neuf dont le sang est. positif & compler 
du 5 juillet. 

III. — Conctusions. 


Ainsi donc, au cours de deux expériences conduites & peu prés 
simullanément, nous avons réussi a transmettre Spirochwla dul- 
toni var. Crocidure par JVornithodore, ce qui est classique, et 
également par le pou. Voici les conclusions de ces recherches : 

1° Les nymphes d’Ornithodorus erralicus gorgées, vingt-cing 
4 trente-deux jours plus t6t, sur un animal porteur de spirochétes 
se sont infectées et ont transmis l’infection a la souris blanche par 
piqure ; 

2° La souris blanche a pu é¢tre infectée par l’inoculation d’un 
broyat de poux infectieux ; les spirochétes sont apparus dans le 
sang aprés une incubation de trois A six jours, la maladie a tou- 
jours été importante puisque nous avons pu conslater, a l’examen 
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du sang de chacune des souris, une densité de spirochétes au 
moins une fois égale a 5 spirochétes par champ, mais générale- 
ment beaucoup plus considérable ; 

3° Le singe a été infecté, lui aussi, par l’inoculation de poux 


‘ infectieux ; l’animal utilisé dans notre expérience (cynocéphale 181) 


n’a fait qu’une infection légére ; en effet, son sang prélevé huit 
jours aprés l’inoculation des poux a infecté la souris chez qui il 
avait été inoculé, mais ]’examen microscopique n’a montré le spi- 
rochéte que le vingt-neuviéme jour de |’inoculation des poux ; 

4° La piqdre de poux infectieux ne présente aucun danger pour 
Vhomme ;. 

5° L’examen d’un pou broyé une heure aprés le repas infectant 
ne nous a pas permis de mettre le spirochéte en évidence ; au cours 
de ces deux expériences, nous avons vu réapparaitre: le spiro- 
ehéte dans la cavité générale du pou (onziéme et douziéme jour 


du repas infectant), mais l’examen microscopique n’a été positif 


qu’une fois pour chaque expérience et le nombre des spirochetes 


_visibles est trés réduit puisque nous n’avons décelé le spirochéte 


qu’au fond noir, un seul dans l’expérience n° 4 et 2 dans |’expé- 
rience n° 53 ces spirochetes étaient courts et mobiles ; 

6° La virulence a pu étre conslatée 4 partir du septiéme jour 
dans ]’expérience 4 et du huitiéme dans l’expérience 5. Bien 
entendu, les poux contenant des spirochétes visibles se sont 
montrés virulents mais, contrairement a ce que nous avons noté, 
lors de la transmission par le pou de Spirochxta hispanica, |’ infec- 
tion a pu étre obtenue, aprés l’apparition du premier spirochete, 
par l’inoculation de poux dans lesquels nous n’avons pas vu le 
parasite ; 

7° Tous les poux ne sont pas infectieux puisque dans chaque 
expérience, apres la premiére inoculation positive, un certain 
nombre d’inoculations ullérieures ont été faites sans succés ; 

8° Les spirochétes transmis par le pou (au moins ceux du pre- 
mier passage) conservent leurs caractéres de spirochétes a tiques ; 
en effet, ils déterminent une infection importante chez la souris, 
ils sont également susceptibles d’infecter l’ornithodore et d’étre 
transmis par la piqtre de cet acarien. 


* 
xk* 


A premiére vue il peut paraitre surprenant que pendant de lon- 
gues années personne n’ait pu transmettre, ou du moins prouver 
sans discussion, la réalité de la transmission du spirochéte de Dutton 
par l’intermédiaire du pou, puis que, presque simultanément, 
Baltazard avec des spirochétes d’ornithodores des terriers, Heisch 
et Garnham avec Spirochxta duttoni et nous-méme avec Spiro- 
chxia crocidure, ayons réussi plusieurs passages. Voici, 4 notre 
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avis, la raison de ces résultats en apparence contradictoires : !e 
pou de homme ne peut, en dehors de "homme, étre entretenu 
que sur le singe : or, et cela 4 notre connaissance, na jamals été 
affirmé nettement, le singe, ou tout au moins le cynocéphale, 
nous parait étre wun mauvais animal d’expérience pour létude du. 
spirochéte de Dutton ; il semble peu sensible 4 ce germe et il faut 
lui injecter une grande quantité de spirochétes virulents pour — 
réaliser une infection importante et surtout trop souvent fugace. 
Dans une de nos premitres expériences par exemple (cynocé- 
phale 75, inoculé avec une suspension d’organes de souris trés 
riche en spirochetes), le sang du singe contenait 3 spirochétes par 
champ une heure trente avant le début du repas des poux, mais 
4 la fin du repas il n’y avait plus de spirochéte visible. Le cynocé- 
phale 130 (expérience n° 4) a recu, le 8 mai, une dose massive de 
spirochetes ; il n’a pourtant fait qu’une infection légére (1 spiro- 
chéte pour 5 champs le 11, 3 par champ le 12, 1 pour 4 champs 
le 13, 1 spirochéte sur le frottis les 15 et 19 mai). Le cynocé- 
phale 131 (expérience n° 4) a été inoculé le 26 mai avec le broyat 
de 40 poux infectieux ; des spirochétes ont été trouvés dans le sang 
les vingt-neuvieme, trentiéme, trente et uniéme, trente-deuxiéme, 
trente-huiti¢me et quaranticme jours de l infection; mis a part 
le trente et uni¢éme jour (2 spirochétes par champ), ils ont tou- 
jours été rares. Le cynocéphale 135 inoculé le 26 juin avec 5 cm* 
de sang du cynocéphale 131 n’a fait également qu’une infection 
légére (spirochétes rares dans le.sang de l’animal les 2, 3, 4, 5 
et 14 juillet). Déja Mathis signalait, en 1928, « que le sang des 
singes 4 spirochétes récurrents était peu virulent pour la souris » ; 
si le sang du singe infecté est peu virulent pour la souris, ¢’est 
qu’il constitue pour le spirochéte de Dutton un mauvais milieu, 
si bien que seule une inoculation massive peut réaliser l’infection 
en bousculant les barriéres de défense naturelles, et méme A ce 
prix le singe se défend si vigoureusement contre le spirochate 
qu’il arrive a le détruire rapidement; l’on comprend dés lors 
que l’inoculation de quelques spirochétes contenus dans la cavité 
générale du pou ne soit pas suffisante pour infecter réguliére- 
ment Je singe. Les expérimentateurs qui, avant nous, ont utilisé 
le singe, n’ont pas eu, comme nous, la chance de déceler par 
"examen direct des broyats de poux, le spirochéte qui est, nous 
l’avons vu, difficilement mis en évidence ; le choix du singe pour 
recevoir les produits de broyage des poux infectés les a placés 
dans des conditions défavorables. Heisch et Garnham ont toute- 
fois utilisé avec succés le cercopithéque comme animal réactif : 
ils ont eu également de bons résultats avec la souris blanche ; 
enfin, dans plusieurs expériences, ils ont décelé par examen 
direct le spirochéte dans le corps du pou. Notre choix, en se por- 
tant avant tout sur la souris blanche, animal réactif par excel- 
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lence du spirochéte de Dutton, était logique. Notre expé- 
rience n° 4 confirme ces notions; alors que 2 poux ont suffi 
4 infecter la souris, alors que le broyat de 5 poux du quinziéme 
jour a provogqué une infection trés importante chez 2 souris 
blanches, le eynocéphale 131 inoculé avec 40 poux du quinziéme 
jour n’a fait qu'une infection légére et le spirochéte n’a été vu» 
dans le sang que tardivement [vingt-neuvieme jour] (2). Done 
pour transmettre réguliérement par le pou le spirochéte de 
Dutton, il ne suffit pas que le sang du singe soit suffisamment 
riche en spirochétes pendant toute la durée du repas infectant, 
il faut encore choisir un récepteur trés sensible, en |’ occurrence 
la souris blanche. Nous disons bien trés sensible; en effet, 
Nicolle, dans ses expériences réalisées en 1927, a bien, une fois, 
inoculé au rat blanc des broyats de poux; or, le rat blanc est 
moins sensible que la souris blanche au spirochéte de Dutton 
(Nicolle le signale d’ailleurs lui-méme) ; peut-étre faut-il chercher 
la la raison de son échec. 

Baltazard et ses collaborateurs ont tourné la difficulté en se 
passant du singe ; ces savants avaient noté au cours de recherches 
antérieures la grande sensibilité des rongeurs nouveau-nés ; ils 
ont porté leur choix sur le lapin nouveau-né. Les poux neufs sont 
nourris sur un jeune lapin infecté, puis aprés entretien sur 
homme sain, ils sont inoculés 4 un deuxiéme lapin qui s’infecte 
réguliérement. Nous nous sommes inspiré de ces travaux, mais, 
pour des raisons purement matérielles, nous nous sommes 
adressé au souriceau blanc nouveau-né qui est d’autant plus 
indiqué pour |’étude du spirochéte de Dutton que la souris 
blanche adulte est déja elle-méme trés sensible. Mais ici surgit 
une nouvelle difficulté : le sang du singe convenait mal car son 
sang est, si l’on peut dire, toxique pour le spirochéte ; ici le sang 
du rongeur est toxique pour le pou. Aussi les poux ne doivent-ils 
faire qu’un repas sur le rongeur infecté, puis étre entretenus sur 
Vhomme ; un nombre important de poux meurent rapidement, 
intoxiqués par le sang du souriceau, et ce sont vraisemblablement 
ceux qui ont absorbé le plus de sang; il faut done que le sang 
du rongeur soit riche en spirochétes pour que les poux qui 
résistent soient strement contaminés et puissent transmettre 
Vinfection. 
eee 


Aprés Nicolle et Anderson, nous avons pu récemment trans- 
mettre Spirochxta hispanica par le pou ; nous apportons aujour- 


(2) L’infection tardive du magot a été également constatée récemment 
par G. Blanc avec le spirochéte de Goulimine. Bull. Soc. Path, Exot., 
1948, 44, 139. 
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d@hui la preuve de la transmission expérimentale par le pou de 
Spirocheta duttoni var. Crocidurex. Cette transmission est-elle 
susceplible de se réaliser dans la nature? En d’autres termes, le pou 
est-il capable de s’infecter sur homme malade atteint, soit de 
spirochétose hispano-marocaine, soit de tick-fever, et d’infecter 
4 son tour un homme sain ? Nous le pensons, mais cette éven- 
tualité est certainement rare. I] n’est pas inutile, en effet, de sou- 
ligner que le pou ne peut s’infecter sdrement que s‘il fait son 
repas de sang sur un sujet présentant, dans la circulation péri- 
phérique, une densité parasitaire suffisante en spirochetes et 
nous connaissons la rareté des spirochétes dans le sang des 
malades. Cette condition n’est d’ailleurs pas suffisante : aprés 
ingestion du spirochéte, le pou passe par une phase négative 
d’une semaine environ, pendant laquelle il n’est pas infectieux ; 
pendant cette période silencieuse d’une semaine, le pou court de 
grands dangers pour son existence ; sa prolificité ‘bien connue 
permet certes la perpétuation de ]’espéce, mais elle ne permet pas 
la survie du spirochéte qu’il porte puisque l’infection, chez lui, 
n’est sans doute pas héréditaire. Mais si le pou, une fois infecté, 
échappe aA tous les périls qui le menacent, il peut logiquement 
réaliser un cas de transmission interhumaine. Ainsi serait franchie 
la premiére étape de |’évolution vers la récurrente a poux. 


IV. — ConsipiRATIONS SUR L’ EPIDEMIOLOGIE 
DE LA RECURRENTE A POUX. 


Lorsque l'on fait historique de la fiévre récurrente a poux, 
on ne peut qu’étre frappé de la durée vraiment considérable 
(vingt ans et plus) des silences interépidémiques, c’est-d-dire des 
périodes pendant lesquelles la maladie a disparu complétement 
de la surface du globe. Et une question vient naturellement a 
Yesprit : ott et comment le virus se conserve-t-il ? 

Dans la nature ? il n’en est pas question ; nous savons que le 
spirochéte d’Obermeier est un germe exigeant qui n’est suscep- 
tible de subsister que chez le malade ou chez le pou. 

Chez le pou? il est maintenant admis que, de tous les inver- 
tébrés, seul le pou est susceptible de transmettre le spirochéte 
d’Obermeier ; or, le virus ne peut manifestement pas se conserver 
longtemps chez le pou. En effet, la longévité du pou est de l’ordre 
de six & huit semaines et l’infection du pou, si elle est hérédi- 
laire, ne dépasse pas une génération ; en outre, le spirochéte ne 
survif pas 4 Ja mort du pou. 

Existe-t-il un réservoir de virus animal ? Aucun cas d’infection 
spontanée par le spirochéte d’Obermeier n’a jamais été observé 
chez animal. Au point de vue expérimental, le singe est le seul 
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animal vraiment sensible. mais l’infection, chez lui, est de courte 
durée et, une fois la maladie terminée, le spirochéte ne peut étre 
4 nouveau mis en évidence. 

Les rongeurs nouveau-nés, ainsi que l’a montré Baltazard, sont 
sensibles au spirochéte récurrent mondial, mais l’infection est tou- 
jours de courte durée, soit qu’elle provoque un seul accés impor- 
tant, ainsi que nous l’avons constaté chez le souriceau, soit méme 
qu’elle détermine une rechute, comme Baltazard l’a observé chez 
le lapin. L’>homme serait-il donc le réservoir de virus ? Certains 
auteurs (Joyeux) pensent que la récurrente mondiale est entretenue 
dans les foyers par la persistance de formes latentes de l’infection 
et qu’a la faveur de causes favorisantes, ]’épidémie se réveille. Ce 
n’est pas admissible ; la récurrente a poux est, au contraire, une 
maladie de courte durée; elle est, comme le dit Nicolle, « la 
moins récurrente des spirochétoses ». 

I] n’existe done aucun réservoir de virus connu de la fiévre 
récurrente & poux. Comment expliquer alors ces épidémies de 
récurrente mondiale qui, au cours des ages, sont apparues en 
divers points du monde et a intervalles parfois fort éloignés ? 
Si lon veut bien considérer que le berceau des épidémies de 
fiévre récurrente 4 poux est localisé dans les régions ow l’on 
trouve des ornithodores et de la fiévre récurrente a tiques, il est 
logique de penser que le virus mondial résulte de la  transfor- 
mation, a certaines époques, dans certains cas et pour des causes 
encore inconnues, d’un virus récurrent a tiques. De cette opinion 
sont nées les tentatives faites pour démontrer le rdle des poux 
dans la transmission des spirochétes récurrents a tiques. Jus- 
qu’ici les expériences faites dans ce sens étaient rares et peu 
démonstratives, Mais nous avons réussi depuis a. transmettre 
Spirochxta hispanica par le pou; Baltazard, Bahmanyar et 
Mofidi ont obtenu ensuite le méme résultat avec Spirochxta 
turicate, Spirocheta hermsi, Spirochxta microti et Spirochxta 
merionesi ; Heisch et Garnham ont, de leur cété, réalisé la trans- 
mission par le pou de Spirochexta dultoni ; enfin, nous avons pu 
également transmettre par cet arthropode Spirocheta duttoni 
var. crocidure. Puisque la transmission par le pou de ces sept 
spirochétes est possible, il est permis de penser qu’elle l’est avec 
toutes les autres espéces. ‘Mais cette transmission n’esl pas chose 
aisée ; nous venons de voir quelles conditions doivent étre réunies 
pour permettre ce passage. C’est pour cette raison que les épi- 
démies se succédent de facon aussi irréguliére et sont entre- 
coupées de silences interépidémiques prolongés. 


En conclusion, nous dirons que les recherches expérimentales | 


récentes, venant confirmer celles réalisées par Nicolle et Anderson 
et par Mathis, permettent de penser, comme on |’a déja supposé, 
que Je virus épidémique trouve son origine dans le virus 4 tiques. 
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Ce n’est encore qu’une hypothése, il faut maintenant apporter 
ia preuve, c’est-a-dire faire d’un spirochéte a tiques un authen- 
tique Spirochaeta recurrentis. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Barrazarp (M.), Mormr (C.) et Banmanyar (M.). Bull, Soc. Path. 
Ezxot., 1948, 44, 399. 

[2] Banrazarp (M.), Morr (C.) et BAaManyar (M.). Solution aux diffi- 
cultés de l’expérimentation avec le spirochéte d’Obermeier. 
A paraitre. 

[3] Bavrazarp (M.), BaumanyAr (M.). et Mormr (C.). Fiévres récurrentes 
transmises A la fois par ornithodores et par poux. Ces Annales, 
1947, 73, 1066. 

[4] Banrazarp (M.), Morir (C.), Baamanyar (M.) et SeyprAn (B.). Modi- 
fications dans le comportement de souches de Spirocheta recur- 
rentis passées par les rongeurs. A paraitre. 

[5] Boron (H.), Koerser (R.) et Carronnrer (M@° B.). Bull. Soc. Path. 
Exot., 1948, 44, 81. 

[6] Borron (H.), Bull. méd. de VA. O. F., séance du 24 juin 1948. 

[7] Boné (G.). Ann. Soc. Belge Méd. Trop., 1939, 49, 477. 

[8] Brumpr (E.). Bull. Soc. Path. Exot., 1908, 4, 577. 

[9] Brumprt (E.). C. R. Acad. Sci., 1926, 183, 1139. 

[10] Brumpr (E.). Précis de Parasitologie, Masson et Cie, 5° édition, 
1936 


[44] Coox (Albert R.). J. trop. méd., 1904, 7, 24. 

[412] Durrevux (C.). Bull. Soc. Path, Exot., 1982, 25, 18. 

[43] Evererr Durron (J.) et Toop (L. John). Liverpool School of Med., 
mém. 17, novembre 1905. 

[44] Heiscu (R. B.) et Garnuam (P. C.). Parasitology, n° 4, février 1948, 
38. 


[45] Joyeux (Ch.). Précis de Médecine coloniale, Masson et Cie, 3° édi- 
tion, 1944. 

[16] Kurine (F. K.) et Krause (M.). Arch. Schiffs-u. Tropenhyg., 1934, 
38, 486. 

[47] Maruis (C.). Bull. Soc. Path. Exot., 1928, 24, 174. 

[18] Maruis (C.), Durreux (C.) et Apvirr (M.). Ces Annales, 1934, 52, 
166. 

[19] Nevru-Lemame (M.). Traité d’Entomol. méd. et vétér., Vigot 
fréres, 1938. 

f20] Neveu-Lemarrne (M.). Traité de Protozool. méd. et vétér., Vigot 
fréres, 1943. 

[24] Nicotie (Ch.), Brawzor (L.) et Consem (E.). Bull, Soc. Path. Exot., 

1913, 6, 106. 

[22] Nicorie (Ch.) et Anperson (Ch.). C. R. Acad. Sci., 1926, 182, 1450. 

[23] Nicotte (Ch.) et Anperson (Ch.). Arch. Inst. Pasteur Tunis, 1926, 
45, 197. 

[24] Nicotte (Ch.) et Anperson (Ch.). C, R. Acad. Sci., 1927, 485, 373. 

[25] Nicorte (Ch.) et Anprrson (Ch.). Arch. Inst. Pasteur Tunis, 1927, 
46, 123. 


a Se 
; hs von i 
7 DE LA rive ‘RACURRI NTE i 
(26) Micon WC oe Marms © et eaeasant (Ch.). (Oj We ay SCA ae 
Boye bee "1998 487,681. . 
(27), NIcoLLE (Ch.), rarencen (ch) et Cotas Betcour (J.). Arch. Inst. 
Pasteur Tunis, 1930, 49, 133. 


(28) Rosennoxz (H. P.). Centralbl. Bakt., I, 1927, 402, 179. 
eels ACen BONE (HL P.) et Gusenr (M. a Centralbl. Bakt., I, 1927, 108. 


[30] Ross enn H.) et Mave (A. Dz). Brit. med. aa 26 novembre, 10904, 

ee 453. 

Pp . 6[ 34] SET: (A.) et Koen (Ph.). Arb. Pets orcas 1911, 34, f. 2. 

iis. [82] Woxrman (E.), AnpERSON (Ch.) et Coes Deca: Ga. Arch. Insta 
Pasteur Sa 1928, an 229. é 


— 


= \ ” . “2 
. 4. = ‘ 
at oe ; weg 


SUR L’'HEMAGGLUTINATION | 
PAR DES VIRUS POLIOMYELITIQUES MURINS 
ET LA DESTRUCTION ENZYMATIQUE 
DES RECEPTEURS DE VIRUS POLIOMYELITIQUE 
| DE LA CELLULE RECEPTIVE 


par J.-D. VERLINDE et P. ps BAAN. 


(Section de Bactériologie et Pathologie expérimentale 
de l'Institut de Médecine Préventive, Leyden (Pays-Bas). 
. Directeur : Prof. D* J. D. Vertiype.) 


‘Les recherches de Hirst [7] et de Burnet et de ses collabora- 
teurs (8, 4] sur |’agglulination des hématies de poule par les virus 
du groupe grippal ont ouvert des perspectives extrémement inté- 
ressanles sur les rapports entre virus et cellule réceplive (cellule 
capable d’absorber le virus). On sait limportance de la réaction 
d’hémagglutination par le virus et de la réaction d’inhibition par 
Vantisérum homologue pour le diagnostic de la grippe, des oreil- 
lous, de la peste aviaire et de la maladie de Newcastle, ainsi que 
pour l’analyse anugénique de ces virus, mais c’est surtout la des- 
truclion enzymatique des récepteurs de virus a la superficie de la 
cellule qui a retenu notre attention, parce que ces récepteurs de 
virus pourraient étre le point sensible permettant d’empécher 
Vaeton pathogéne du virus en bloquant la cellule. 

Ces recherches nous ont conduits a chercher des phénoménes 
analogues dans la poliomyélite. Les résultats atteints jusqu’ici ne 
sont qu’incomplets et il faut considérer notre communication 
comme provisoire. , 

McCrea [5] a montré qu’un enzyme bactérien présent dans le 
filtrat d’une culture de Vibrio cholerx est capable de détruire les 
récepteurs du virus grippal se trouvant a la superficie des héma- 
ties de poule, en suite de quoi les hématies perdent leur pouvoir 
d’adsorher ce virus. Nous avons essayé de bloquer par vole enzy- 
matique les cellules sensibles a l’infection pohomyélitique. 

; Pour des raisons pratiques, nous avons préféré au préalable 
faire des recherches sur la souris avec la souche murine SK de 
Jungeblut et Sanders [9]. Cependant un premier succes ne put pas 
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étre obtenu une seconde fois. Le pouvoir destructif pour les récep- 
teurs de virus fut déterminé réguliérement par la réaction d’hémag- 
glutination 4 l’égard du virus grippal. Nous constatames que nos 
souches de Vibrio cholere fournissaient, on ne sait pourquoi, un 


~ filtrat d’activité enzymatique faible. Au cours de nos tentalives de 
production de meilleurs filtrals, nous avons eu connaissance des. 


communications de Hallauer {6], disant que les souches SK et 
MM (Jungeblut et Dalldorf [8]) peuvent aggluliner des hématies de 
mouton,: et de Bremer et Mutsaars [2] publiant des résultats sem- 
blables avec la souche Lansing d’ Armstrong [4]. Nous avons essayé 
de confirmer leurs observations et de les rendre utiles a nos recher- 
ches, qui ont été entreprises sur : 

1° Le pouvoir hémagglutinant des souches Lansing, SK et MM et 
d’autres virus neurotropes ; 

2° L’inhibition spécifique de l’hémagglutination par l’antisérum 
homologue ; 

3° ay decimieuen des récepteurs de virus: poliomyélitique in vitro 
et le blocage des cellules vivantes par l’enzyme du filtrat de 
V. cholere. 


La REACTION D’ HEMAGGLUTINATION. 


TecHnigue. — Un des virus suivants a été inoculé par voie céré- 
brale dans un des 10 groupes de 4-12 souris que comprenaient nos 
expériences, 


1. La souche Lansing ; 

2. La souche SK ; 

3. La souche MM ; 

4. Le virus de l’encéphalite japonaise ; 

5. Le virus de l’encéphalite de Saint-Louis ; 

6. Le virus de l’encéphalite épizootique du cheval, type oriental ; 

7. Le virus de lencéphalite _ épizoolique du éheval, type occi- 
dental ; 

8. Le virus de la chorioméningite lymphocytaire, souche Arms- 
trong ; 


9. Le virus de la chorioméningile lymphocytaire, souche de N, 
isolée dans notre laboratoire ; 
10. La souche Pasteur du virus fixe de la rage. 

Les animaux qui présentérent des signes certains de la maladie 
(paralysie ou convulsions, d’aprés le virus injecté) furent tués 
sous narcose a l’éther. L’encéphale prélevé aseptiquement fut tri- 
turé dans un mortier avec de |l’eau salée isotonique de fagon a 
obtenir une suspension homogéne a 5 p. 100. Cetie suspension fut 
centrifugée dans une centrifuge simple de laboratoire pendant 
trente minutes a 3.500 tours/minute. Le liquide surnageant fut con- 
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sidéré comme suspension de virus a 1 : 20. Une série de dilutions 
aux titres 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, etc. fut préparée. ; 

Les hématies provenaient de jeunes moutons de sexe masculin. 
Le sang fut prélevé aseptiquement a la veine jugulaire et défibrine 
immédiatement. Ce sang fut centrifugé et lavé trois fois avec de 
eau salée isotonique. Enfin une suspension d’hématies a 
0,25 p. 100 fut préparée. 

Pour effectuer la réaction d’hémagglutination, on utilise des 
tubes a agglutination, avec fond parfaitement arrondi, d’une lon- 
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gueur de 10 centimetres et d’un diamétre intérieur de 9 milli- 
metres, 

On ajouta a la série de dilutions de suspension d’encéphale de 
souris une quantité égale (0,5 cm® par tube) de Ja suspension 
d’hématies 0,25 p. 100. Les tubes sont placés a température basse 
(4°C.) et la réaction est lue aprés deux-quatre heures, ainsi qu’aprés 
une nuit. 

Lorsque Vhémagglulination n’a pas lieu, les hématies sont 
sédimentées en pelit disque rond ; en secouant le tube, la suspen- 
sion homogéne se reforme. Dans le eas d’hémagglutination posi- 
tive, il se constitue un dépét de forme irréguliére, occupant toute la 
demi-sphére du fond du tube, qui, en secouant, se décolle diffici- 
lement pour former un conglomérat ou plusieurs flocons. 

La figure 1 montre 78 titrages effectués avec les souches SK, MM 
el Lansing. On voit que le titre moyen des souches SK et MM 
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s’éléve 4 1/320. La souche Lansing ne provoque une réaction posi- 
tive que dans quelques cas et encore a un titre peu élevé, 

En général nous avons pu confirmer les observations de Hal- 
lauer [6| et de Bremer et Mutsaars [2], qui avaient constaté que des 
suspensions de cerveau de souris, sacrifiées au stade paralytique 


apres l’infection cérébrale avec les souches SK, MM et Lansing, © 


sont capables d’agglutiner des hématies de mouton. En outre, 
le virus de l’encéphalite japonaise se montra capable de donner la 
méme réaction d’hémagglutination, tandis que nous n’avons obtenu 
que des résultats négatifs avec les virus de l’encéphalite de Saint- 
Louis, de l’encéphalite épizootique du cheval, de la chorioménin- 
gite lymphocytaire, le virus rabique fixe, une souche de Toxo- 
plasma isolée dans notre laboratoire du liquide céphalo-rachidien 
d’un nourrisson [44], et avec des suspensions de cerveau de souris 
normales. 

Avec des suspensions de cerveau non centrifugées, on n’obtient 
que des hémagglutinations non spécifiques ; de méme avec des 
suspensions de cerveau et des matiéres fécales filtrées sur filtre 
Seitz EX 

Tandis que les souches SK et MM et le virus de Pp avenhalite 
japonaise donnaient des résultats presque constamment positifs, 
Vhémagglutination par la souche Lansing n’était que trés incons- 
tante. A cet égard, la concentration du virus dans le tissu cérébral 
parait étre un facteur important. D’aprés Hallauer [6] la virulence 
doit étre 10-* au moins, et notre souche Lansing avait une viru- 
lence faible. Le fait que Bremer et Mutsaars avec leur souche Lan- 
sing ont apparemment obtenu des résultats meilleurs, tient vrai- 
semblablement A ce qu’ils ont travaillé avec une souche de haute 
virulence. Car leurs souris présentérent déja des symptomes de 
paralysie deux jours aprés l’inoculation, tandis que la durée 
d’incubation de notre souche varia sensiblement et comporta en 
moyenne douze jours. 

La virulence des autres virus neurotropes dans nos épreuves 
était assez élevée et probablement ces réactions d’hémagglutination 
sont réellement négatives. 


L’INuIBITION DE LA REACTION D’' HEMAGGLUTINATION PAR L’ ANTISERUM. 


Les antisérums furent préparés chez des lapins. Une fois par 
semaine on injecta a ces animaux, par voile sous-cutanée, des quan- 
tités croissanles de suspension d’encéphale virulent de souris. 
Un lapin témoin fut immunisé de la méme facgon avec une suspen- 
sion d’encéphale d’une souris normale. Les lapins furent saignés 
une semaine aprés la derniére injection et le taux d’anticorps neu- 
tralisants fut déterminé de la maniére habituelle par |’épreuve de 
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neutralisation chez la souris. Le titre des anticorps était suffisant, 
sauf chez l’animal immunisé avec la souche Lansing. 

- La réaction d’inhibilion fut effectuée en ajoutant 0,25 cm* d’une 
série de dilutions du sérum a 0,5 cm® d’une suspension centrifugée 
d’encéphale virulent de souris. Les tubes furent placés a Siordas 
au bain-marie pendant vingt minutes, puis on ajouta 0,25 cm? 
d’une suspension d’hématies de mouton a 0,5 p. 100, et les tubes 
furent maintenus a 4° C. 

La concentration de la suspension de cerveau fut choisie de 
maniére que chaque tube contint 4 unités hémagglutinantes. Pour 
cela, chaque réaction d’inhibition fut précédée d’une détermina- 
tion du tilre d’hémagglutination de la suspension de cerveau. Cette 
réaction préalable fut notée aprés quatre heures. Immédiatement 
aprés, la réaction d’inhibition fut effectuée ; de cette facon, les deux 
réaclions pouvaient étre faites avec une suspension de cerveau 
fraiche, 

Nous entendons par unité hémagglutinante 0,5 cm* de la dilu- 
tion limite de virus provoquant encore l’hémagglutination. Ce titre 
étant 1 : 320, 0,5 em® d’une dilution a 1 : 80 ou 0,25 cm* d’une dilu- 
tion 4 1 : 40 équivaudra a 4 unités hémagglutinantes. Ces dilutions 
sont les dilutions finales. 

En déterminant l’action inhibitrice d’un sérum sur |’hémagglu- 
tination par des virus, on doit tenir compte du fait que les sérums 
normaux de lapin, de méme que les sérums humains, produisent 
une certaine agglutination des hématies de mouton, par suite de 
Ja présence d’anticorps hétérophiles. Sauf dans la mononucléose 
infectieuse, dans laquelle le taux des anticorps hétérophiles peut 


élre tres élevé (réaction de Paul et Bunnell), leur titre dans les 


sérums de lapin ne dépassa pas dans nos expériences 1:16 et, 
par conséquent, cette dilution finale du sérum fut choisie comme 
la premiére de la série. 

Les résultats des réactions d’inhibition, répétées et croisées, 
avec les souches SK, MM et le virus de |’encéphalite japonaise 
et leurs antisérums sont reproduits dans le tableau 1. 

Ce tableau montre que le sérum du lapin témoin, immunisé 
avec l’encéphale de souris normales, ne présente pas de propriétés 
inhibitrices. Quoiqu’ils ne figurent pas dans le tableau, les 
sérums préparés contre les virus de l’encéphalite épizootique du 
cheval, de l’encéphalite de Saint-Louis, de la chorioméningite 
lymphocytaire et le virus de la rage, n’ont montré aucun pouvoir 
inhibiteur pour ’hémagglutination des virus SK, MM et de. l’encé- 
phalite japonaise. Les antisérums contre les virus SK, MM et de 
Aone Japonaise, au contraire, ont manifesté une activité 

Le nombre de titrages est encore trop restreint et la technique 
est encore trop insuffisamment standardisée pour pouvoir tirer 
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TABLEAU I. 


DILUTIONS FINALES DES SERUMS 
ANTISERUM VIRUS 


1/6 | 1/32 | 1/64 | 1/128] 1/256 | 1/512 |1/1,024|1/2.048! 1/4.096 
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des conclusions définitives. Provisoirement il semble que ces trois 
virus présentent entre eux une certaine parenté. 

L’antisérum SK exerce une action inhibitrice certainement 
plus efficace sur Vhémagglutination par la souche SK que sur 
celle par la souche MM, mais la différence entre la souche SK et 
le virus de l’encéphalite japonaise ne ressort pas clairement dans 
la réaction d’inhibition par l’antisérum Sk. La différence entre 
la souche SK et le virus de l’encéphalite japonaise se révéla plus 
nette dans la réaction d’inhibition avec le sérum contre le virus 
de l’encéphalite japonaise, tandis que la différence entre les sou- 
ches SK et MM y était moins marquée. ‘L’antisérum MM ne pré- 
senta pas de propriétés inhibitrices spécifiques. 


L’ AcTIVITE ENZYMATIQUE DU FILTRAT DE « V. CHOLER® ». 


Par exception les suspensions de tous Jes virus neurotropes et 
celles de cerveau normal provoquaient |’hémagglutination par 
suite d’une contamination microbienne de la suspension d’héma- 
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ties. Ce phénoméne bien connu (phénoméne de Thomsen-Frieden- 
rich) serait provoqué par une mucinase bactérienne. Un tel 
enzyme, présent entre autres dans le fillrat de culture de Vibrio 
cholerx, est capable de détruire les récepteurs de virus grippal 
a la surface des hématies de pou'e : des hématies traitées avec 
du filtrat de V. cholere ne sont pas capables d’adsorber le virus 
grippal et, par conséquent, ne sont plus agglulinables par ce 
virus. 

Nous avons établi que les hématies de mouton également 
deviennent inagglutinables par les souches Lansing, SK et MM et 
par le virus de l’encéphalite japonaise aprés qu’elles ont été trai- 
tées avec du filtrat de V. cholerex. 

L’aclivité enzymatique du filtrat de V. cholere préparé selon la 
méthode décrite par Burnet [8] fut déterminée en mélangeant 
0,25 cm® d’une série de dilutions du fi'trat et 0,25 em* de suspen- 
sion d’hématies de mouton a 0,5 p. 100, dans des tubes a agelu- 
tination, Les tubes furent placés 4 87° C. au bain-marie pendant 
une demi-heure. Ensuite, 0,5 em* de suspension de cerveau viru- 
lent fut ajouté et les tubes furent maintenus a 4° C. La réaction 
fut notée aprés deux et quatre heures et aprés une nuit. Dans les 
tubes contenant des dilutions du fillrat jusqu’a 1 : 640 a 1 : 2560, 
on ne vit pas d’hémagglulination des virus Sk, MM et de l’encé- 
phalite japonaise par 16 0u 82 unités hémagg'ulinantes (tableau II). 


T piKau I. 
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Ces recherches montrent que la cellule peut étre bloquée in 
vilro dans son pouvoir d’adsorption des virus poliomyélitiques. 
Nous avons fait des recherches semb'ables sur l’animal vivant 
avec la souche SK ainsi qu’avec le virus grippal. 

Les résu'tats pour la grippe furent un peu décevants., Si l’on 
Suppose que chez la souris les cellules épithéliales des voies res- 
piraloires enliéres sont capables d’adsorber le virus grippal, la 


SAP es. oa ee! | P. ES > “Sve My ree, hin? COP x } 


HEMAGGLUTINATION DES VIRUS POLIOMYELITIQUES 639 


difficulté d’un blocus complet par inhalation du filtrat de cho- 
léra est évidente, car la dose maximum inlalée par |’animal sous 
narcose est de 3 gouttes. Cependant, Stone [410] a réussi a protéger 
des souris contre l’infection par le virus grippal. . 

Dans la poliomyélite expérimentale de la souris avec la souche 
Sk, nous avons fait usage de l’infection et de l’administration du 
filtrat de choléra par voie intrapéritonéale. On peut ainsi admi- 
nistrer le filtrat & plusieurs reprises et en quantités relativement 
grandes. Supposons que les cellules du péritoine, et éventuelle- 
ment les plaques terminales, possédent des récepteurs pour le 
virus poliomyélitique murin, qu’elles soient capables d’absorber 
ce virus et que l’administration du filtrat de choléra conduise 4a la 
destruction enzymatique des récepteurs, un blocus complet devrait 
étre possible. 

Une série de 110 souris fut inoculée par voie intrapéritonéale 
avec 0,1 cm* d’une suspension de cerveau diluée a 10—* et conte- 
nant 10.000 doses léthales. 80 souris furent traitées avec 0,5 cm?® 
de filtrat de choléra dilué au 1/100, également par voie intrapéri- 
tonéale. Les 30 autres souris servirent de témoins. 

Le tableau III montre que le pourcentage des souris survivantes 
est considérablement plus élevé dans les groupes traités que dans 
le groupe témoin. 

Tasieau IIT. 


NOMBRE DE SOURIS 


TEMPS 
GROUPE TRAITEMENT 
‘ de survie 
traitées survivantes } 
4 Nul (groupe témoin) . . 30 2(7 p. 100) | 5 (4-40 jours). 


2. Filtrat de choléra une fois, 
simultanément avec lin- 
fECLIGIIea tea. b: 56 22 (40 p. 100)) 8 (3-47 jours). 

3. Filtrat de choléra une fois z 
par jour pendant 2 a 7 
TOWERS aye. ANS tw EMC) i oe _ 24 18 (75 p. 100)| 42 (7-17 jours). 


La figure II montre la différence du temps de survie dés ani- 
maux morts. Le filtrat de choléra exerce done une certaine acti- 
vité protectrice, dont le mécanisme ne doit pas élre cherché dans 
une destruction du virus, mais dans une destruction enzymatique 
des récepteurs de virus, qui empéche |’adsorption du virus nar 
les cellules réceptives. Néanmoins, la plupart des animaux traités 
une fois succombérent a l’infection, aprés une période d’incuba- 
tion prolongée de trois jours en moyenne. Il est évident que la 
cellule vivante peut développer en trois jours de nouveaux récep- 
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teurs, qui adsorbent le virus dans le cas ot il est encore pre- 
sent dans la cavité abdominale. . | 
“Chez les animaux survivants, le virus ne trouvant que des cel- 


lules bloquées et étant incapable de se propager dans ces cel- 
lules sera inactivé et probablement détruit par les moyens de 

défense naturels, sans immuniser l’organisme, car la grande — 
majorité des souris ne montrérent pas d’immunilé une nouvelle 
infection intrapéritonéale. Cette observation pourrait indiquer, ' ; 
en effet, que le virus n’a pas franchi la barriére enzymatique. . 
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Les souches Sk, MM et Lansing du virus poliomyélitique et 
le virus de l’encéphalite japonaise se montrent capables d’agelu- 
liner des hématies de mouton. Les antisérums homologues de 
lapin, provoquent une inhibition plus ou moins spécifique de 
VPhémagglutination, Les virus de 1’encéphalite de Saint-Louis, 
de l’encéphalite épizootique du cheval, de la chorioméningite 
lymphocytaire et le virus fixe de la rage ne donnent que des réac- 
tions d’hémagglutination négatives. Des hématies de mouton trai- 
tées avee du filtrat de culture de Vibrio cholere sont inaggluti- 
nables par les virus étudiés. Chez des souris infectées par voie 
intrapéritonéale avee la souche SK, le filtnat de choléra exerea, 
aprés injection intrapéritonéale, une certaine activilé protec- 
trice, dont le mécanisme doit étre cherché dans une destruction — 
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enzymatique em récepteurs de virus, qui empéche oie 
du virus par les cellules réceptives. 
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> ERRATUM fn 


Communication F. Tison: « Perfectionnements aux procédés usuels 
de culture du bacille de Koch a partir des produits surinfectés » : 

Ces Annales, septembre 1949, 77, 313, dixiéme ligne : 

Au lieu de : 3 cm? a 4 p. 100 mesurés a la pipette... 

Lire : 8 cm? 4 4 p. 100 mesurés a la pipette... 
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